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EINLEITUNG   1 
 
1 Einleitung 
Seit dem 1. Januar 2006 ist der Einsatz von Antibiotika als Wachstumsförderer in 
Futtermitteln in der Europäischen Union verboten. Hintergrund des Verbots ist das 
erhöhte Aufkommen bakterieller Resistenzen und der damit in Verbindung stehenden 
Gesundheitsgefährdung für Mensch, Tier und Umwelt. Antibiotika in Futtermitteln 
scheinen bei der Entwicklung von Antibiotikaresistenzen eine entscheidende Rolle zu 
spielen (Amezcua et al. 2002; Smith et al. 2010). Eingesetzt wurden antibiotische 
Wachstumsförderer zur Prävention subklinischer und klinischer Erkrankungen (Heo et 
al. 2013), da das Absetzten die kritischste Phase in der Schweineaufzucht darstellt. 
Insbesondere Infektionen und Diarrhoen treten vermehrt auf (Lalles et al. 2004).  
Folgen des Verbots antibiotischer Wachstumsförderer sind eine Reduktion der 
Lebensqualität, verminderte Körpergewichte, geringere Futterverwertung, weniger 
Uniformität, sowie ein gesteigerter Einsatz therapeutischer Antibiotika (Pluske 2013). 
Im Interesse der Tiere und aufgrund wirtschaftlicher Aspekte ist es unerlässlich 
Alternativen/Ersatz für die Fütterungsantibiotika zu finden. 
In der humanen Ernährung werden Früchten und Gemüse eine positive Beeinflussung 
der Gesundheit nachgesagt. Zurückgeführt wird dieser Effekt auf die darin enthaltenen 
sekundären Pflanzenstoffen (Dillard und German 2000; Tyagi et al. 2010). Über ihren 
Einsatz als diätetische Ergänzungen in der Nutztierhaltung ist hingegen wenig 
bekannt. Dabei fallen bei der Verarbeitung pflanzlicher Lebensmittel häufig 
Nebenprodukte an, die eine kostengünstige Quelle für die Futtermittelindustrie 
darstellen. So fällt zum Beispiel bei der Produktion von Wein und Traubensaft Trester 
an, der reich an Polyphenolen ist. Polyphenolen werden antioxidative und 
antiinflammatorische Eigenschaften zugesprochen (Kris-Etherton et al. 2004; Han et 
al. 2007; El Gharras 2009; Xia et al. 2010; Li et al. 2014a). Zurückzuführen ist dies auf 
eine mögliche Aktivierung endogener Abwehrsysteme durch die Modulation zellulärer 
Signalwege. Diese werden über die Aktivität und Interaktion verschiedener 
Transkriptionsfaktoren gesteuert (Han et al. 2007).  
LITERATURÜBERSICHT   2 
 
2 Literaturübersicht 
2.1 Absetzen 
In der Europäischen Union werden Ferkel in der Regel im Alter von 28 Lebenstagen 
abgesetzt. Dies entspricht den rechtlich geltenden Mindestanforderungen 
(Kommission der Europäischen Gemeinschaft 2001). Dennoch stellt das Absetzen in 
der kommerziellen Schweineproduktion eines der stressigsten Ereignisse für die Tiere 
dar (Moeser et al. 2006; Campbell et al. 2013; Heo et al. 2013). 
Stress ist die unspezifische Reaktion des Körpers auf jegliche Art der Beanspruchung. 
Ein Stressor ist ein Agens, das zu jeder Zeit Stress hervorrufen kann (Selye 1976). In 
der Absetzphase wirken psychosoziale und physikalische Stressoren auf die Ferkel 
ein. Es treten abrupte Veränderungen in der Ernährung und in der Umwelt auf. Die 
Ferkel werden von der Sau separiert, transportiert, mit Ferkeln anderer Würfe 
konfrontiert und diätetischen Veränderungen und fremden Pathogenen ausgesetzt 
(Pluske et al. 1997; Lalles et al. 2004; Moeser et al. 2006; He et al. 2011; Campbell et 
al. 2013; Pluske 2013). Das Risiko für gastrointestinale Erkrankungen, Infektionen und 
Stoffwechselstörungen ist erhöht (Moeser et al. 2006; Lalles 2008; He et al. 2011). 
Unmittelbar nach dem Absetzen ist die Futteraufnahme oftmals reduziert und es treten 
keine oder nur geringe Gewichtszunahmen auf (Fenton et al. 1985; van Beers‐
Schreurs et al. 1992; Pluske et al. 1997; Lalles et al. 2004; Campbell et al. 2013). 
Gegenregulatorisch kommt es zur Fettmobilisation (Fenton et al. 1985).  
Die Folge der veränderten nutritiven Versorgung sind physiologische Umgestaltungen 
der Struktur und der Funktion des Darms (Campbell et al. 2013). Kennzeichnend sind 
eine Zottenatrophie und Kryptenelongation im Dünndarm (Pluske et al. 1997; Boudry 
et al. 2004; Zhu et al. 2012). Montagne et al. (2007) stellten eine Gewichtsreduktion 
des Dünndarms um 18 % innerhalb der ersten zwei Tage der Absetzphase fest. 
Aufgrund der physiologischen Veränderungen sind die Absorptionsfähigkeit des 
Dünndarms und die Aktivität der Bürstensaumenzyme herabgesetzt. Resultierend ist 
eine negative Beeinflussung der Fütterungseffizienz (Pluske et al. 1997). Hinzu kommt 
ein mit dem Absetzen assoziiertes gesteigertes Inflammationsgeschehen, da die 
epitheliale Barrierefunktion nicht mehr ausreichend gewährleistet ist (Spreeuwenberg 
et al. 2001; Pié et al. 2004; Campbell et al. 2013). Durch Steigerung der Permeabilität 
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können Toxine, Bakterien und Antigene die Barriere überwinden. Resultierend sind 
Inflammation, Malabsorption, Diarrhö, sowie eine reduzierte Wachstumsrate 
(Campbell et al. 2013).  
Des Weiteren haben Zhu et al. (2012) festgestellt, dass Absetzen oxidativen Stress 
auslösen kann. Oxidativer Stress ist definiert als eine Imbalance zwischen der 
Produktion reaktiver Sauerstoffspezies (reactive oxygen species, ROS) und der 
Eliminationskapazität protektiver Mechanismen (Reuter et al. 2010). Es kommt zur 
Schädigung zellulärer Makromoleküle, welche, wenn sie irreparabel sind, im Zelltod 
resultieren. Die Beeinflussung kann den gesamten Organismus betreffen. ROS sind 
an viele zelluläre Signalwege gekoppelt (Yin et al. 2013). Im Folgenden sind einige 
von diesen näher beschrieben.  
 
2.2 Beschreibung stressresponsiver Signalwege auf 
molekularbiologischer Ebene 
2.2.1 NF-κB-Signalwege 
Bei NF-κB, nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of activated B-cells, handelt es 
sich um eine Transkriptionsfaktorenfamilie, die als Masterregulatoren im Hinblick auf 
die Immunantwort und bei Entzündungsprozessen gelten (Zheng et al. 2010). NF-κB 
wurde erstmals 1986 als Kernfaktor in B-Zellen beschrieben (Sen und Baltimore 1986). 
Der Name wurde von seiner dortigen Funktion, der Steigerung der Transkription der 
Immunglobulin Kappa-Leichtketten, abgeleitet. 
Beim Säuger umfasst die NF-κB-Familie fünf Proteine: p65 (RelA), RelB und c-Rel, 
Subfamilie der Rel-Proteine, sowie p50/p105 (NF-κB1) und p52/p100 (NF-κB2), den 
NF-κB-Proteinen. P65, RelB und c-Rel werden als transkriptionell aktive Proteine 
synthetisiert. NF-κB1 und NF-κB2 werden als 100 bzw. 105 kDa große Vorstufen 
synthetisiert, welche später in die aktiven Formen umgewandelt werden (May und 
Ghosh 1998; Gilmore 2006; Zheng et al. 2010; Sun und Andersson 2002). 
Charakteristisch ist die hochkonservierte N-terminale Rel-homology domain (RHD), 
bestehend aus 300 Aminosäuren. Über diese Domäne wird die Dimerisierung, die 
DNA-Bindung und die Interaktion mit den Inhibitorproteinen (IκBs) vermittelt. 
Außerdem enthält sie das nuclear localization signal (NLS) (Gilmore 1990; Ghosh et 
al. 1998; Sun und Andersson 2002; Hayden und Ghosh 2004). NF-κBs kommen als 
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Homo- oder Heterodimere vor. Das klassische NF-κB Dimer besteht aus RelA und NF-
κB1 (Epstein et al. 1997; Pahl 1999). 
In der unstimulierten Zelle ist NF-κB im Zytosol lokalisiert. Reguliert wird diese 
Lokalisation bei den Rel-Proteinen über ein Inhibitorprotein IκB bzw. im Falle der NF-
κB-Proteine über eine IκB-like Domäne (Zheng et al. 2010). Die Inhibitorproteine 
werden ebenfalls zu einer Genfamilie zusammengefasst. Diese beinhaltet beim 
Säuger sieben Proteine: IκBα, IκBβ, IκBε, IκBγ, Bcl-3 und die Vorstufen p100 und 
p105. Die IκBs weisen multiple Ankyrin Wiederholungen auf. Dabei handelt es sich um 
Protein-Protein-Interaktionsdomänen über die sie mit den RHD der NF-κB Dimere 
interagieren (Ghosh et al. 1998). Durch die Bindung eines Inhibitorproteins an ein NF-
κB Dimer werden die NLS maskiert. NF-κB verbleibt im Zytoplasma (Henkel et al. 
1992; Tran et al. 1997).  
NF-κB kann über zahlreiche Stimuli aktiviert werden. Potente Induktoren sind 
proinflammatorische Zytokine, bakterielle und virale Produkte, proapoptotische sowie 
nekrotische Stimuli, wie zum Beispiel freie Sauerstoffradikale, Stress im 
endoplasmatischen Retikulum, ultraviolettes Licht und γ-Strahlung (Barnes 1997; Pahl 
1999; Christen et al. 2013) (siehe Abbildung 1). Die Zellstimulation resultiert in der 
Phosphorylierung/Aktivierung eines Proteinkomplexes, der spezifischen IκB-Kinase 
(IKK). Der Komplex besteht aus zwei katalytischen Untereinheiten, IKKα (IKK1) 
und/oder IKKβ (IKK2), sowie einer regulatorischen Untereinheit, IKKγ, welche auch als 
NF-κB essential modulator (NEMO) bezeichnet wird (Mercurio et al. 1997; Zandi et al. 
1997; Rothwarf et al. 1998; Karin und Ben-Neriah 2000; Gilmore 2006). IKK1 und IKK2 
bestehen jeweils aus einer N-terminalen Kinasedomäne, sowie zwei 
Proteininteraktionsdomänen: Der C-terminalen helix-loop-helix (HLH) Domäne und der 
leucine zipper Domäne (Sun und Andersson 2002; Hayden und Ghosh 2004). Die 
aktivierte IKK phosphoryliert zwei spezifische Serinreste von IκBα (S32/S36) und IκBβ 
(S19/S23) (Zandi et al. 1997; Sun und Andersson 2002). Phosphoryliertes IκB wird 
ubiquitiniert und 26S proteasomal degradiert. Das nuclear localization signal (NLS) von 
NF-κB wird somit exponiert. NF-κB transloziert in den Zellkern (Sun und Andersson 
2002). Bei NF-κB1 und NF-κB2 wird hingegen die IκB-like Domäne phosphoryliert. 
Nach der Polyubiquitinierung werden die Proteine in ihre aktiven Formen umgebaut, 
die ebenfalls in den Kern translozieren (Zheng et al. 2010). Im Falle der Zytokin-
induzierten NF-κB Aktivierung ist auch eine direkte Phosphorylierung von p65 am 
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Serinrest 536 durch die IKK, mit anschließender gesteigerter transkriptionellen Aktivität 
von p65, beschrieben (Sakurai et al. 1999; Yang et al. 2003).  
 
Abbildung 1: Klassischer (a) und alternativer (b) NF-κB Signalweg  
Im nicht gestressten Zustand ist NF-κB an das Inhibitorprotein gebunden (a) oder liegt als inaktive 
Vorstufe vor (b). Stimuli aktivieren einen spezifischen Proteinkomplex, die IκB-Kinase (IKK). Beim 
klassischen Signalweg (a) phosphoryliert IKKβ IKKγ-abhängig IκBα. Das freigesetzte p50 / Rel A Dimer 
transloziert in den Zellkern und induziert die Transkription seiner Zielgene. Beim alternativen NF-κB 
Signalweg (b) bewirkt die Phosphorylierung der inhibitorischen Region von p100 durch die IKKα-
Untereinheit der IKK die Aktivierung des NF-κB Dimers, welcher anschließend ebenfalls in den Nukleus 
wandert. IKK = IκB-Kinase; Abbildung modifiziert nach Bonizzi und Karin (2004).  
 
Aufgrund der vielen verschiedenen Proteininteraktionsmöglichkeiten existieren 
mehrere NF-κB-Signalwege. Gängig ist die Einteilung in den klassischen und 
alternativen Weg. Der klassische Weg wird IKKγ-abhängig von IKKβ reguliert. Diese 
phosphoryliert IκBs und führt zur Freisetzung von NF-κB Dimeren, meist bestehend 
aus p50 und RelA (Ghosh und Karin 2002). Der alternative Signalweg benötigt für 
seine Aktivierung IKKα, jedoch nicht IKKβ und IKKγ. Durch die Phosphorylierung, 
Ubiquitinierung und Degradation der inhibitorischen Region von p100 kann das 
p52/RelB Dimer in den Kern wandern (Senftleben et al. 2001; Xiao et al. 2001; Dejardin 
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et al. 2002). Die Signalwege unterscheiden sich in ihren auslösenden Stimuli. Der 
klassische Signalweg wird durch Stress, bakterielle oder virale Infektionen und 
proinflammatorische Zytokine wie TNF-α und IL-1 eingeleitet (Ghosh et al. 1998). Der 
alternative Weg kann zwar durch Proteine der TNF-Familie aktiviert werden, nicht 
jedoch durch TNF-α (Bonizzi et al. 2004; Bonizzi und Karin 2004). 
Im Kern binden die NF-κB Dimere an sogenannte κB-sites in der Promotorregion ihrer 
Zielgene. Die Konsensussequenz der κB-sites lautet 5′-GGGRNNYYCC-3′ (R = 
Purinbase, Y = Pyrimidinbase, N = willkürliche Base) (Karin und Ben-Neriah 2000; 
Baltimore 2011). Laut Sun und Andersson (2002) muss NF-κB zusätzlich an seinen 
Co-Aktivator CBP (CREB-Binding Protein; CREB = cAMP response element-binding 
protein) binden, um die optimale transkriptionelle Aktivität zu erlangen. NF-κB fördert 
so die Expressionssteigerung von über 500 Genen. Dabei handelt es sich 
beispielsweise um Akute Phase Proteine, Adhäsionsmoleküle, Zytokine, Chemokine, 
Immunorezeptoren und viele mehr (Pahl 1999; Faustman und Davis 2010). 
Die Signalwege von NF-κB werden vielfältig reguliert. Neben der Sequestrierung von 
NF-κB im Zytoplasma durch IκBs greifen noch eine Reihe anderer Mechanismen in die 
NF-κB Aktivität ein. Proinflammatorische Zytokine wie IL-1β und TNF-α sind 
Induktoren und Zielgene zugleich. Sie bilden einen positiven Regelkreis (Bonizzi und 
Karin 2004). NF-κB reguliert seine eigene Aktivität negativ. Dies geschieht durch 
Bindung an κB-sites in der Promoterregion von IκBα (Sun und Andersson 2002). Des 
Weiteren führen nicht alle NF-κB Dimere zu einer Expressionssteigerung der Gene. 
P50 Homodimere bewirken das genaue Gegenteil. Sie hemmen die Genexpression 
durch Blockade der κB-sites (Bohuslav et al. 1998; Zhong et al. 2002). Die Lokalisation 
der IκBs ist nicht auf das Zytoplasma beschränkt. IκBα kann auch im Kern mit p50/p65 
NF-κB Heterodimeren interagieren und diese so hemmen (Tran et al. 1997). Bcl-3 
veranlasst eine Expressionssteigerung durch Bindung von p50 Homodimeren im Kern 
(Lenardo und Siebenlist 1994). 
 
2.2.2 Keap1-Nrf2-Signalweg 
Der nuclear factor erythroid-2-related factor 2 (Nrf2) ist ein redoxsensitiver 
Transkriptionsfaktor, der die Expressionssteigerung von antioxidativen, 
fremdstoffmetabolisierenden und anderen zytoprotektiven Genen bewirkt (Baird und 
Dinkova-Kostova 2011).  
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Nrf2 gehört wie auch NF-E2, Nrf1, Nrf3, Bach1 und Bach2 zur Cap’n’Collar- (CNC-) 
Familie, einer Subfamilie der basic leucine zipper-Transkriptionsfaktoren (Motohashi 
et al. 2002). Nrf2 weist sechs hochkonservierte Domänen auf: Neh1 – Neh6 (Nrf2-ECH 
homology) (siehe Abbildung 2), welche unterschiedliche funktionelle Aufgaben 
wahrnehmen (Itoh et al. 1999). Bei Neh1 handelt es sich um die typische basic leucine 
Zipper-Domäne. Sie ist verantwortlich für die Heterodimerisierung und anschließende 
Bindung an ARE, dem antioxidant response element. Neh2 ist am N-Terminus 
lokalisiert und fungiert aufgrund seiner Bindung an das Repressorprotein Keap1 als 
redoxabhängiger Regulator der Proteinstabilität. Auch erfolgt über Neh2 die 
Konjugation mit Ubiquitin. Neh2 besteht aus zwei Subsequenzen, ETGE und DLG, mit 
hoher bzw. niedriger Affinität zum Repressorprotein (Zhang 2006; Tkachev et al. 2011; 
Ma 2013). C-terminal befindet sich die Neh3 Domäne, die, wie auch Neh4 und Neh5, 
durch Bindung an Co-Aktivatoren die transkriptionelle Aktivität fördert (Katoh et al. 
2001; Nioi et al. 2005). Neh6 ist für die Keap1 unabhängige Regulation der 
Proteinstabilität zuständig (McMahon et al. 2004). Des Weiteren beschreibt Jain (2005) 
ein zweiteiliges nuclear localization signal (NLS) und ein nuclear export signal (NES), 
welche C-terminal lokalisiert sind und den Kernimport und –export von Nrf2 
kontrollieren . 
Nrf2 wird im Zytosol durch das Inhibitorprotein Keap1, Kelch-like ECH-Associated 
Protein 1, posttranslational reguliert. Wie auch bei Nrf2 kann das Grundgerüst von 
Keap1 in verschiedene Domänen eingeteilt werden (siehe Abbildung 2). Neben der N-
terminalen Region (NTR) befindet sich die BTB Domäne (bric-à-brac, tramtrack, broad 
complex). Diese vermittelt die Homodimerisierung von Keap1 und die Bindung von 
Keap1 an Cullin (Cul) 3, einem Gerüstprotein der Ubiquitinligase E3 (Cullinan et al. 
2004; Tkachev et al. 2011). Die Bindung von Keap1 an die Neh2 Domäne von Nrf2 
vermittelt hingegen die DGR bzw. Kelch Domäne (double glycine repeats - Kelch 
repeats). Strukturell bildet diese Domäne einen Sechsblatt-β-Propeller und bewirkt 
zusätzlich die Verankerung im Aktin-Zytoskelett (Kang et al. 2004; Padmanabhan et 
al. 2006). Zwischen den beiden Domänen BTB und DGR befindet sich die 
cysteinreiche intervening region (IVR) oder linker region (LR), welche ebenfalls zur 
Bindung an Cullin 3 beiträgt (Dinkova-Kostova et al. 2002; Canning et al. 2013). Analog 
zur NTR weist Keap1 auch eine C-terminale Region (CTR) auf. 
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Abbildung 2: Aufbau der Proteine Nrf2 und Keap1  
ARE = antioxidant response element; BTB = bric-à-brac, tramtrack, broad complex; CTR = C-terminale 
Region; DGR = double glycine repeats; IVR = intervening region; Neh = Nrf2-ECH homology; Nrf2 = 
nuclear factor erythroid-2-related factor 2; Keap1 = kelch-like ECH-associated protein 1; Abbildung 
modifiziert nach Stefanson und Bakovic (2014).  
Unter basalen Bedingungen ist Nrf2 über seine Neh2 Domäne an ein Keap1 
Homodimer gebunden. Keap1 fungiert als Adapter zum Cullin (Cul) 3 der E3-Ligase. 
Diese katalysiert die Polyubiquitinierung der Neh2 Domäne und vermittelt so die 26S 
proteasome Degradation von Nrf2 (McMahon et al. 2003; Kobayashi et al. 2004). 
Xenobiotischer und oxidativer Stress stört die Zellhomöostase und führt zu einer 
Aktivierung des Keap1-Nrf2-Signalweges (Motohashi und Yamamoto 2004) (siehe 
Abbildung 3). Induktoren wie reaktive Sauerstoffspezies (ROS), reaktive 
Stickstoffspezies (RNS), Elektrophile und Xenobiotika sind in der Lage die 
Sulfhydrylgruppen der Cysteine des Keap1 zu modifizieren, sodass es zur Ausbildung 
von Disulfidbrücken kommt. Der Keap1-Nrf2-Komplex dissoziiert daraufhin (Dinkova-
Kostova et al. 2002; Wakabayashi et al. 2004; Yamamoto et al. 2008; Kensler und 
Wakabayashi 2010; Tkachev et al. 2011). Obwohl Keap1 als Hauptregulator der Nrf2 
Aktivität bekannt ist, sind weitere Mechanismen erforscht, welche in die Nrf2 Stabilität 
eingreifen und somit auch in die Regulation der Signalkaskade. Wichtig zu nennen ist 
hier die Nrf2-Phosphorylierung durch Proteinkinasen (Baird und Dinkova-Kostova 
2011), wie zum Beispiel der Proteinkinase C (PKC) (Huang et al. 2000, 2002), den 
mitogen-activated protein Kinasen (MAPK) (Zipper und Mulcahy 2000) oder der 
Phosphoinositid-3-Kinase (PI3K) (Kang et al. 2002; Kang et al. 2003). Laut Tkachev et 
al. (2011) ist für die volle Aktivierung des Nrf2/Keap1/ARE Signalweges sowohl die 
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Phosphorylierung des Transkriptionsfaktors als auch die Modifizierung der Keap1-
Cysteine notwendig.  
Steigt die Konzentration an freiem Nrf2 im Zytoplasma an, so transloziert Nrf2 in den 
Zellkern. Dieser Konzentrationsanstieg beruht laut verschiedenen Studien entweder 
auf der Freisetzung von Nrf2 aus seinem Komplex mit Keap1 (Baird und Dinkova-
Kostova 2011) oder darauf, dass „tote“ Keap1-Komplexe entstehen: Die Nrf2-DLG-
Bindung zerbricht bei Bestehenbleiben der ETGE-Bindung. Gebundenes Nrf2 kann so 
nicht mehr ubiquitiniert werden. Neusynthetisiertes Nrf2 häuft sich im Cytoplasma an 
(Zhang 2006; Ma 2013). Im Kern bindet Nrf2 als Heterodimer an das antioxidative 
responsive element (ARE), auch als electrophile response element (EpRE) 
bezeichnet, einer spezifischen Aminosäuresequenz (5’-TGACNNNGC-3’; N = 
willkürliche Base) in der Promotorregion der Zielgene und bewirkt so deren 
Expressionssteigerung (Lee und Johnson 2004; Baird und Dinkova-Kostova 2011). 
Die ARE vermittelte Transkriptionssteigerung erfordert die Heterodimerisierung mit 
anderen bZIP Proteinen, wie den small musculoaponeurotic fibrosarcoma (Maf) 
Proteinen (MafF, MafG, MafK) (Itoh et al. 1997; Wild et al. 1999; Lee und Johnson 
2004; Ma 2013), den Jun-Proteinen (c-Jun, Jun-B, Jun-D) (Venugopal und Jaiswal 
1998; Wild et al. 1999) oder dem activating transcription factor 4 (ATF4) (He et al. 
2001; Lee und Johnson 2004). Nrf2 initiiert so die Transkription detoxifizierender 
Phase II Enzyme und antioxidativer Proteine (Kwak et al. 2002; Rahman et al. 2006). 
Eine Potenzierung der Transaktivierungsaktivität kann durch die Interaktion mit dem 
Co-Aktivator CBP erzielt werden. Die CBP-Bindung erfolgt über die Domänen Neh4 
und Neh5 (Katoh et al. 2001). 
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Abbildung 3: Der Keap1/Nrf2 Signalweg  
In der ungestressten Zelle wird Nrf2 mithilfe des Keap1 konstant ubiquitiniert und proteasomal 
degradiert. Durch Stimuli wie Elektrophile oder oxidativer Stress wird Keap1 inaktiviert. Der stabilisierte 
Nrf2 akkumuliert im Nukleus und aktiviert zahlreiche zytoprotektive Gene. ARE = antioxidant response 
element; Nrf2 = nuclear factor erythroid-2-related factor 2; Keap1 = kelch-like ECH-associated protein 
1; sMaf = small musculoaponeurotic fibrosarcoma; U = Ubiquitin; Abbildung modifiziert nach Mitsuishi 
et al. (2012).  
 
2.2.3 Unfolded Protein Response infolge von Stress im endoplasmatischen 
Retikulum 
Das endoplasmatische Retikulum, kurz ER, ist ein tubuläres Zellorganell, das an vielen 
metabolischen Prozessen beteiligt ist. Es dient als intrazellulärer Ca2+-Speicher, der 
Lipidsynthese, sowie der posttranslationalen Modifikation und Faltung von 
Membranproteinen und sekretorischen Proteinen (Kaufman 1999; Schröder und 
Kaufman 2005b; Hetz 2012). ER-Stress entsteht durch eine Imbalance zwischen dem 
Aufkommen un- oder fehlgefalteter Proteine und der Faltungskapazität des ER. Darauf 
reagiert das ER mit der sogenannten unfolded protein response (UPR). Ziel ist es, das 
Proteinaufkommen zu reduzieren und die Faltungskapazität zu erhöhen. Dafür werden 
drei Mechanismen eingesetzt: (I) Reduktion der Proteintranslation (Koumenis et al. 
2002), (II) gesteigerte Translation von ER-Chaperonen wie dem immunoglobulin 
heavy-chain binding protein (BiP) (Schröder und Kaufman 2005a), und (III) ER 
assoziierte Degradation (ER-associated degradation, ERAD), welche fehlgefaltete 
Proteine des ER im Cytosol 26S proteasomal degradiert (Ahner und Brodsky 2004). 
Kann die Homöostase nicht wieder hergestellt werden, wird die Apoptose der Zelle 
eingeleitet (Ron und Walter 2007). ER-Stress ist assoziiert mit physiologischen als 
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auch pathologischen Prozessen, wie zum Beispiel der Differenzierung von B-Zellen zu 
Plasmazellen, Medikamenten (Calfon et al. 2002b), Störungen der endogenen ROS 
Produktion (Federoff 2006) und viralen Infektionen (Zhang und Wang 2012). 
Die UPR wird über drei Transmembranproteine vermittelt: PERK (protein kinase RNA 
(PKR)-like ER kinase), IRE1α und -β (inositol-requiring transmembrane 
kinase/endonucleases) und ATF6α und -β (activating transcription factor 6) (Schröder 
und Kaufman 2005b; Ron und Walter 2007; Walter und Ron 2011). Diese nutzen einen 
einheitlichen Mechanismus der Signaltransduktion (Walter und Ron 2011), welche in 
Abbildung 4 veranschaulicht ist. Im ungestressten Zustand sind IRE1, PERK und ATF6 
an das Chaperon BiP gebunden. BiP ist auch bekannt als heat shock protein 5 
(HSPA5) oder glucose regulated protein 78 (GRP78) und gehört der HSP (heat shock 
protein) 70 Familie an. Bei ER-Stress bindet BiP an luminale un- oder fehlgefaltete 
Proteine. Die Transmembranproteine werden durch das Ablösen von BiP aktiviert. 
Aufgrund seiner zentralen Rolle in der Aktivierung wird BiP als Masterregulator der 
UPR bezeichnet (Bertolotti et al. 2000; Bogaert et al. 2011; Cnop et al. 2012). 
Nachfolgend sind die drei Signalwege der UPR näher erläutert. 
Bei PERK handelt es sich um ein Typ I Transmembranprotein mit luminaler Domäne 
zur Stressdetektion und zytosolischer Kinasedomäne (Ron und Walter 2007; Dufey et 
al. 2014). Das Ablösen von BiP führt zur Oligomerisierung von PERK mit 
anschließender Aktivierung der Kinasedomäne durch trans-Autophosphorylierung 
(Ron und Walter 2007). Substrat der aktivierten Kinasedomäne ist die α-Untereinheit 
des eukaryotic translation initiation factor-2 (elF2α), welche an Ser51 phosphoryliert 
wird (Harding et al. 1999; Ron und Walter 2007). Die Ausbildung des 43S 
Translationsinitiationskomplexes wird inhibiert. Durch die Reduktion der globalen 
Proteinsynthese wird das Aufkommen ungefalteter Proteine gesenkt. (Hinnebusch 
1994; Harding et al. 1999; Harding et al. 2000). Gleichzeitig kommt es durch die 
Inaktivierung von elF2α zu einer selektiven Translationssteigerung von ATF4 mRNA, 
die kurze, offene Leserahmen (open reading frame, ORF) in ihrem 5' UTR-Bereich 
(untranslated region) enthält (Ma 2003; Ma und Hendershot 2003; Dufey et al. 2014). 
ATF4 ist ein Transkriptionsfaktor, der eine Reihe von UPR Zielgenen positiv reguliert. 
Es kommt zur Transkriptionssteigerung von Apoptosegenen wie CHOP (C/EBP-
homologous protein) auch bekannt als DDIT3 (DNA-damage-inducible transcript 3) 
oder GADD153 (growth arrest and DNA damage-inducible gene 153) (Harding et al. 
2000; Oyadomari und Mori 2004), ER-residenten Faltungsenzymen wie PDIA4 (protein 
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disulfide isomerase family A, member 4) (Thomas et al. 2010), Genen zur Regulation 
des Aminosäurestoffwechsels, der antioxidativen Reaktion und des Gens GADD34 
(growth arrest and DNA damage-inducible gene 34) (Dufey et al. 2014). GADD34 bzw. 
PPP1R15A (protein phosphatase 1, regulatory subunit 15A) reguliert PERK durch die 
Dephosphorylierung von elF2α negativ (Ma und Hendershot 2003). Daneben existiert 
ein weiterer negativer Feedback Mechanismus, der elF2α dephosphoryliert und auf 
der konstitutiven Expression von CReP (constitutive repressor of eIF2α 
phosphorylation), auch bekannt als PPP1R15B (protein phosphatase 1, regulatory 
subunit 15B), basiert (Jousse et al. 2003). 
Eine weitere Achse der UPR wird über IRE1 vermittelt. Dieser Signalweg wurde als 
erstes bei der Hefe Saccharomyces cerevisiae beschrieben (Cox et al. 1993; Mori et 
al. 1993). Beim Säuger existieren zwei homologe Formen: IRE1α und IRE1β. IRE1α 
wird in allen Zellen exprimiert. Das Vorkommen von IRE1β ist auf die Epithelzellen des 
Darms beschränkt (Lee et al. 2002). Nachfolgend wird IRE1 als Oberbegriff sowohl für 
die Hefe als auch für Säuger verwendet. Wie PERK ist IRE1 ein Typ I 
Transmembranprotein, bestehend aus luminaler Domäne und einem 
zytoplasmatischen Anteil mit einer Proteinkinase  und einer Endoribonuklease 
(RNase) (Cox et al. 1993; Mori et al. 1993; Calfon et al. 2002; Liu et al. 2002). Bei 
ER-Stress oligomerisiert IRE1, sodass die trans-Autophosphorylierung der 
Kinasedomäne möglich ist. Einziges Substrat der Kinasedomäne ist IRE1 selbst (Ron 
und Walter 2007). Die Effektorfunktion von IRE1 wird über die RNase Domäne 
vermittelt. Substrat der RNase ist die mRNA des Transkriptionsfaktors Hac1 
(homologous to ATF/CREB1) der Hefe (Cox und Walter 1996) bzw. XBP1 (X-box 
binding protein 1) der Metazoen (Yoshida et al. 2001). Das Spleißen der prä-mRNA 
erfolgt an zwei Stellen. Durch die Exzision eines Introns, das bei XBP1 aus 26 und bei 
HAC1 aus 252 Nukleotiden besteht, kommt es zur Leserasterverschiebung. Die 
gespleißte mRNA enkodiert einen potenten Transkriptionsfaktor. Die 
Transkriptionsfaktoren werden als HAC1i (induced) bzw. XBP1s (spliced) bezeichnet 
(Patil und Walter 2001; Yoshida et al. 2001; Calfon et al. 2002; Lee et al. 2002; Ron 
und Walter 2007). HAC1i bzw. XBP1s translozieren in den Kern, wo sie an das 
unfolded protein response element (UPRE) (HAC1i) bzw. ER stress response element 
(ERSE) (XBP1s) in der Promotorregion ihrer Zielgene binden (Cox und Walter 1996; 
Yamamoto et al. 2004). Zu den Zielgenen gehören ER-Chaperone, 
Glykosylierungsenzyme, sowie Komponenten des ERAD und der 
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Phospholipidsynthese (Dufey et al. 2014). Außerdem sind HAC1 und XBP1 selbst 
transkriptionelle Ziele der UPR (Ron und Walter 2007). Allerdings fungiert 
ungespleißte mRNA als XBP1 Inhibitor. Die UPR wird durch Heterodimerisierung mit 
bereits gespleißtem XBP1 terminiert. Des Weiteren besteht eine Konkurrenz um die 
XBP1 Bindungsstellen (Yoshida et al. 2006). 
ATF6 ist ein metazoenspezifisches Typ II Glykoprotein mit einer 
Transmembrandomäne (Haze et al. 1999; Haze et al. 2001; Adachi et al. 2008). Beim 
Säuger existieren zwei homologe Proteine: ATF6α und ATF6β/cAMP-response-
element-binding protein (CREB)-related protein (CREB-RP)/G13 (Schröder und 
Kaufman 2005b). ATF6 wird als inaktive Vorstufe (p90ATF6) synthetisiert (Haze et al. 
1999). Die ER-Stressdetektion basiert auf zwei Golgi localisation sequences (GLSs) 
in der ATF6 ER luminalen Domäne, die durch BiP maskiert werden. ATF6 retiniert im 
ER. Ungefaltete Proteine sequestrieren BiP von den GLSs. ATF6 transloziert zum 
Golgi-Apparat (Shen et al. 2002). Dort erfolgt die Aktivierung durch site-1 und site-2 
Proteasen, welche das zytosolische bZIP-Fragment, ATF6f (fragment) (p50ATF6), 
freisetzen. ATF6f transloziert in den Kern, um dort die Expression seiner Zielgene zu 
veranlassen (Haze et al. 1999; Wang et al. 2000; Ye et al. 2000). Dafür bindet ATF6f 
an das ATF/cAMP response element (CRE) oder an das ER stress response element 
(ERSE) (Yoshida et al. 1998; Wang et al. 2000; Yoshida et al. 2000). Für die Bindung 
an ERSE wird der nuclear factor Y (NF-Y)/CCAAT-binding factor (CBF) benötigt 
(Kokame et al. 2001). Zu den Zielgenen zählen Komponenten des ERAD, der 
Proteinfaltungsmaschinerie, wie zum Beispiel die Chaperone BiP, HSP90B1 (heat 
shock protein 90kDa beta member 1, glucose-regulated protein 94 (GRP94)) und 
Calnexin (Ye et al. 2000; Adachi et al. 2008) und proapoptotische Gene wie DDIT3 
(Szegezdi et al. 2006). Aber auch XBP1 wird durch ATF6f beeinflusst. Zum einen wird 
die Transkription von XBP1 mRNA durch ATF6f induziert. Des Weiteren sind ATF6f 
und XBP1s zur Ausbildung von Heterodimeren fähig, die gemeinsam die 
Transkriptionssteigerung von Zielgenen bewirken (Yoshida et al. 2001; Shoulders et 
al. 2013). 
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Abbildung 4: Signalwege der UPR beim Säugetier  
Die unfolded protein response (UPR) wird über drei Transmembranproteine vermittelt: ATF6, IRE1 und 
PERK. In der ungestressten Zelle sind diese an das Chaperon BiP gebunden. Bei ER-Stress bindet BiP 
an luminale un- oder fehlgefaltete Proteine. ATF6, IRE1 und PERK werden durch das Ablösen von BiP 
aktiviert. Anschließend transloziert ATF6 in den Golgi-Apparat. Site-1 und site-2 Proteasen setzen das 
zytosolische bZIP-Fragment, ATF6f, frei. Im Kern bindet ATF6f an seine Zielsequenzen. Bei IRE1 
spleißt die Endonuklease-Domäne die prä-mRNA von XBP1 an zwei Stellen. Die gespleißte mRNA 
enkodiert den potenten Transkriptionsfaktor XBP1s. Substrat der aktivierten PERK-Kinasedomäne ist 
die α-Untereinheit des elF2. Dadurch wird mit Ausnahme des ATF4 die Proteinbiosynthese gehemmt. 
ATF4 wird in seiner Transkription gesteigert und reguliert Zielgene der UPR positiv. ATF4 = activating 
transcription factor 4; ATF6 = activating transcription factor 6; ATF6f = ATF6fragment; BiP = 
immunoglobulin heavy chain binding protein; ER = Endoplasmatisches Retikulum; eIF2α = eukaryotic 
translation initiation factor-2α; IRE1 = inositol-requiring transmembrane kinase/endonucleases; PERK = 
protein kinase RNA (PKR)-like ER kinase; XBP1 = X-box binding protein 1; XBP1s = XBP1spliced; 
Abbildung modifiziert nach Zhang und Kaufman (2008) und Gessner et al. (2014). 
Kann das Gleichgewicht im ER nicht wiederhergestellt werden, wird die Apoptose der 
Zelle eingeleitet. Es werden ein intrinsischer und ein extrinsischer Signalweg der 
Apoptose unterschieden. Der intrinsische Signalweg ist rezeptorunabhängig; der 
extrinsische rezeptorabhängig (Schröder und Kaufman 2005b).  
Der intrinsische, mitochondriale Signalweg wird über Proteine der B-cell lymphoma 2 
(BCL2) Familie kontrolliert. Die Mitglieder dieser Familie können sowohl 
antiapoptotische als auch proapoptotische Eigenschaften aufweisen. Proapoptotische 
Mitglieder sind die BH3 only Proteine (BCL-2 Homology) Bak (BCL2-antagonist/killer) 
und Bax (BCL2-associated X protein) (Schröder und Kaufman 2005b; Lomonosova 
und Chinnadurai 2008). Antiapoptotische Mitglieder hemmen Bak und Bax (Tait und 
Green 2010). Bei Aufhebung dieser Inhibition oligomerisieren Bak und Bax. Dies führt 
zum Ausstrom von Ca2+ aus dem ER (Scorrano et al. 2003). Die innere 
Mitochondrienmembran depolarisiert. Cytochrom C wird freigesetzt und ermöglicht die 
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Komplexbildung von Apaf-1 (apoptotischer Protease-Aktivierungsfaktor-1) und 
Procaspase-9, was die Aktivierung der Caspasenkaskade nach sich zieht und in der 
Aktivierung der Caspase 3 mündet (Crompton 1999; Rutkowski und Kaufman 2004). 
ATF4 und ATF6f beeinflussen den intrinsischen Apoptoseweg durch die 
Expressionssteigerung des proapoptotischen bZIP-Transkriptionsfaktors DDIT3. 
DDIT3 inhibiert den Promotor antiapoptotischer BCL2 Proteine. Das Gleichgewicht 
wird zugunsten der proapoptotischen Mitglieder verschoben (McCullough et al. 2001; 
Schröder und Kaufman 2005b).  
Der extrinsische Signalweg kann mithilfe von IRE1 aktiviert werden. Dafür rekrutiert 
IRE1 das Adaptermolekül TNF-receptor-associated factor 2 (TRAF2). Der IRE1-
TRAF2-Komplex ist wiederrum in der Lage, die apoptosis-signal-regulating kinase 
(ASK1), eine mitogen-activated protein kinase kinase kinase (MAPKKK), zu aktivieren. 
Dies führt zur Aktivierung von c-Jun N-terminale Kinasen (JNK) (Nishitoh et al. 2002; 
Liu und Kaufman 2003). Durch Phosphorylierung antiapoptotischer BCL2 Mitglieder ist 
JNK in der Lage diese zu inhibieren (Szegezdi et al. 2006).  
 
2.2.4 Interaktion der stressresponsiven Signalwege 
Das erhöhte Aufkommen von ROS führt zu oxidativem Stress. Dadurch werden 
redoxsensitive Transkriptionsfaktoren aktiviert. Eine geringe Belastung induziert die 
Aktivierung von Nrf2. Die Folge ist die Transaktivierung von Genen, die antioxidative 
Enzyme enkodieren. Ein mittleres ROS-Aufkommen fördert das 
Inflammationsgeschehen über die Aktivierung der NF-κB 
Transkriptionsfaktorenfamilie. Starker oxidativer Stress resultiert im Zelluntergang via 
Apoptose/Nekrose, da die mitochondrialen PT (Permeability Transition)-Poren 
geöffnet werden und der Elektronentransfer zusammenbricht (Gloire et al. 2006). Im 
Folgenden ist beschrieben, welche Interaktionsmöglichkeiten zwischen den 
Transkriptionsfaktoren bestehen. 
 
2.2.4.1 Interaktion zwischen Nrf2 und NF-κB 
Die beiden Transkriptionsfaktoren NF-κB und Nrf2 werden auch als Gegenspieler 
bezeichnet (Gessner et al. 2013). Beide können durch ROS aktiviert werden. Nrf2 wirkt 
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zytoprotektiv und unterdrückt die Entzündungsreaktion. NF-κB hingegen fördert diese 
(Chen et al. 2006; Rahman et al. 2006). NF-κB und Nrf2 beeinflussen sich in ihren 
Signalwegen gegenseitig. Die genauen Mechanismen sind jedoch noch nicht 
vollständig erforscht.  
NF-κB kann Nrf2 auf der Transkriptionsebene direkt inhibieren (Liu et al. 2008; Buelna-
Chontal und Zazueta 2013). In NF-κB und Nrf2 simultan aktivierten Zellen 
antagonisiert p65 die transkriptionelle Aktivität von Nrf2 unidirektional. In p65 
überexprimierten Zellen wird die ARE abhängige heme oxygenase-1 (HO-1) 
Expression stark unterdrückt. Die Transkriptionsinhibition ARE gesteuerter Gene 
erfolgt unabhängig von der p65 Transkriptionsaktivität. Dies ist auf zwei Mechanismen 
zurückzuführen. Zum einen konkurriert p65 mit Nrf2 um das CREB binding protein 
(CBP), einen Co-Aktivator. Zum anderen rekrutiert p65 den Co-Repressor HDAC3 
(histone deacetylase 3) und erleichtert dessen Interaktion mit CBP oder MafK. Durch 
die lokale Histonhypoacetylierung wird die Nrf2/ARE vermittelte Genexpression 
gehemmt (Liu et al. 2008).  
Neben der negativen Regulation von Nrf2 durch NF-κB ist auch die entgegengesetzte 
Inhibition beschrieben. Der zytoprotektive Effekt von Nrf2 wird nicht nur über die 
Aktivierung der antioxidativen Maschinerie erzielt, sondern auch über eine Hemmung 
NF-κB vermittelter proinflammatorischer Signalwege (Li et al. 2008). Koh et al. (2011) 
zeigten eine Unterdrückung der NF-κB Aktivierung in LPS behandelten 
Mikrogliazellen. Natürliche Nrf2 Aktivatoren wie Phenylethylisothiocyanat (PEITC), 
Sulforaphan (SUL) und Curcumin (CUR) sind in vitro in der Lage eine induzierte NF-
κB Aktivierung abzuschwächen (Jeong et al. 2004; Song et al. 2009). Darüber hinaus 
können PEITC und SUL im Zellversuch die Phosphorylierung von IKK und IκBα 
hemmen. Die Translokation von p65 in den Zellkern wird dadurch vermindert (Xu et al. 
2005). Zimtaldehyd, ein spezifisches Diterpen von Cinnamomum cassia Presl, bewirkt 
seine antiinflammatorischen Effekte in TNFα behandelten Endothelzellen in 
Abhängigkeit von der Behandlungszeit auf verschiedene Art und Weise. Bei einer 
kurzen Behandlungszeit verhindert Zimtaldehyd die Degradation des Inhibitorproteins 
IκBα. Wird die Behandlungszeit verlängert, so wird die Expression von Nrf2 Zielgenen 
wie der HO-1 eingeleitet (Liao et al. 2008). Keap1 ist normalerweise als Nrf2 
Inhibitorprotein bekannt (siehe 2.2.2). Lee et al. (2009) beschreiben darüber hinaus 
das Herunterregulieren des NF-κB Signalweges durch Keap1 über die Interaktion mit 
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IKKβ. Keap1 fungiert als Adapterprotein zum E3-Ubiquitinligase-Komplex, sodass 
IKKβ degradiert wird. IKKβ kann die Inhibition von NF-κB nun nicht mehr aufheben. 
Die Beeinflussung NF-κBs durch Nrf2 wurde auch im Tierversuch beobachtet. So 
zeigen Nrf2 defiziente Mäuse eine gesteigerte NF-κB Aktivierung gegenüber dem Nrf2-
Wildtyp (Rangasamy et al. 2005; Jin et al. 2008).  
 
2.2.4.2 NF-κB Aktivierung innerhalb der UPR 
Stress im ER führt zur Aktivierung des inflammationsfördernden Transkriptionsfaktors 
NF-κB (Pahl und Baeuerle 1995; Jiang et al. 2003; Deng et al. 2004). Alle drei 
Sensoren der UPR (PERK, IRE1α und ATF6) können die NF-κB Aktivität modulieren 
(Hotamisligil 2010; Chaudhari et al. 2014).  
Unter ER Stress autophosphoryliert IRE1α, was eine Konformationsänderung der 
zytosolischen Domäne bedingt. Dadurch kann IRE1α an das Adapterprotein tumor 
necrosis factor α (TNFα) receptor-associated factor 2 (TRAF2) binden. Der IRE1α-
TRAF2 Komplex rekrutiert die IKK. IKK veranlasst durch Phosphorylierung die IκB 
Degradation. Das freigesetzte NF-κB kann in den Kern translozieren und die 
Expression proinflammatorischer Gene bewirken. Diese Erkenntnisse erbrachten 
Kaneko et al. (2003) und Hu et al. (2006) in vitro. 
Die PERK induzierte NF-κB Aktivierung ist IKK unabhängig. Die Modulation erfolgt 
stattdessen über die Hemmung der globalen Proteintranslation. Diese bewirkt PERK 
durch Phosphorylierung der α-Untereinheit des eukaryotic translation initiation factor-
2 (elF2α) (siehe 2.2.3). IκBα besitzt eine kürzere Halbwertszeit als NFκB, sodass das 
Verhältnis von IκBα zu NF-κB zugunsten des letzteren verschoben wird. Die NF-κB 
Inhibition wird dadurch abgeschwächt (Jiang et al. 2003; Deng et al. 2004; Wu et al. 
2004; Tam et al. 2012). Tam et al. (2012) postulieren, dass für die optimale NF-κB 
Aktivierung bei ER Stress der gemeinsame Einfluss von IRE1 und PERK notwendig 
ist.  
Über die Rolle von ATF6 in der NF-κB Aktivierung während ER Stress ist wenig 
bekannt. Yamazaki et al. (2009) beschreiben eine mit ATF6 in Zusammenhang 
stehende Aktivierung von NF-κB via AKT Phosphorylierung im Anschluss an eine UPR 
Stimulation in vitro durch das Zytotoxin Subtilase (SubAB). SubAB ist ein AB5 Toxin, 
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das von einigen Shiga-Toxin bildenden Escherichia coli produziert wird. Die Toxizität 
von SubAB besteht in der Spaltung des Chaperons BiP/GRP78 (Paton et al. 2006; 
Wolfson et al. 2008). Dadurch kommt es zur Aktivierung von PERK, IRE1 und ATF6 
(Wolfson et al. 2008). Dies führt aber nur im Falle von ATF6 zur Phosphorylierung von 
AKT (Yamazaki et al. 2009). AKT, auch bezeichnet als Proteinkinase B (PKB), 
phosphoryliert die IKKα Untereinheit an T23. Der so aktivierte IKK Komplex 
phosphoryliert anschließend sowohl das Inhibitorprotein IκB als auch die p65/RelA 
Untereinheit selbst. Die NF-κB Aktivität ist gesteigert (Bai et al. 2009).  
 
2.2.4.3 Rolle des Nrf2 in der UPR 
In vitro führt die Deletion des Transkriptionsfaktors Nrf2 bei Exposition von ER Stress 
zu einer gesteigerten Apoptoserate (Cullinan et al. 2003). Damit in Zusammenhang 
steht die PERK abhängige Phosphorylierung von Nrf2, welche die Dissoziation des 
Nrf2/Keap1 Komplexes fördert. Nrf2 ist ein direktes Substrat von PERK. Die 
Phosphorylierung erfolgt elF2α unabhängig (Cullinan et al. 2003; Schröder und 
Kaufman 2005b; Cullinan und Diehl 2006). Cullinan et al. (2003) nehmen an, dass der 
Nrf2 abhängige Schutz vor dem UPR induzierten Zelltod von der Expressionsinduktion 
Phase II detoxifizierender Enzyme (Kwak et al. 2002; Rahman et al. 2006) resultiert.  
Des Weiteren ist Nrf2 als indirektes Substrat der IRE1α Kinase beschrieben (Digaleh 
et al. 2013). Mithilfe des Adapterproteins TRAF2 ist IRE1α in der Lage, einen Komplex 
mit der apoptosis signal regulating kinase 1 (ASK1) zu bilden (Nishitoh et al. 2002; 
Digaleh et al. 2013). Dieser aktiviert die c-Jun amino-terminal kinase (JNK) (Urano et 
al. 2000; Nishitoh et al. 2002; Digaleh et al. 2013). In der Studie von Jeon et al. (2011) 
führte die Aktivierung der JNK zur Phosphorylierung und Kerntranslokation des Nrf2. 
Im Nukleus wurde die ARE gelenkte HO-1 Expression induziert.  
 
2.3 Verknüpfung zwischen stressresponsiven Signalwegen und 
dem Lipidstoffwechsel 
2.3.1 Peroxisome Proliferator-Activated Receptor Alpha 
Peroxisome proliferator-activated receptors (PPARs) sind Transkriptionsfaktoren, die 
zur Superfamilie der Kernrezeptoren gehören (Desvergne und Wahli 1999; Kersten et 
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al. 2000; Evans et al. 2004; Ferré 2004). Es sind drei Isoformen bekannt: PPARα, 
PPARβ/δ und PPARγ (Ferré 2004; Brown und Plutzky 2007; Abbott 2009; 
Rakhshandehroo et al. 2010; Contreras et al. 2013). Aufgebaut sind die PPARs aus 
einer N-terminalen Liganden unabhängigen Transaktivierungsdomäne, einer DNA-
Bindungsdomäne (DNA binding domain, DBD) mit zwei Zinkfingern und einer C-
terminalen Liganden abhängigen Aktivierungsdomäne (ligand binding domain, LBD) 
(Berger und Moller 2002; Ferré 2004).  
PPARα wurde im Jahr 1990 entdeckt. Er gilt als Masterregulator des hepatischen 
Lipidstoffwechsels (Issemann und Green 1990; Rakhshandehroo et al. 2010). Außer 
in der Leber, wird PPARα in Herz, Niere und Skelettmuskel in hohem Maße exprimiert 
(Braissant et al. 1996; Su et al. 1998). Natürliche Liganden des PPARα sind Fettsäuren 
und Eicosanoide (Gottlicher et al. 1992; Yu et al. 1995; Forman et al. 1997; Kliewer et 
al. 1997). Ungesättigte Fettsäuren besitzen gegenüber den gesättigten Fettsäuren 
eine höhere Affinität (Ferré 2004). Devchand et al. (1996) führen des Weiteren 
Leukotrien β4 als natürlichen Liganden auf. Synthetische Liganden sind beispielsweise 
Fibrate (Willson et al. 2000; Berger und Moller 2002) und NSAIDs (non-steroidal anti-
inflammatory drugs) (Lehmann et al. 1997). Bei Stress kommt es zur Freisetzung von 
Glukokortikoiden aus dem Nebennierenmark. In der Leber von Ratten konnten diese 
PPARα aktivieren. Der Agonist Dexamethason war dazu ebenfalls in der Lage 
(Lemberger et al. 1996).  
Nach Ligandenaktivierung kommt es zur obligaten Heterodimerisierung mit dem 9-cis-
retinoic acid receptor (RXR) (siehe Abbildung 5). Der PPARα/RXR Komplex bindet 
anschließend an peroxisome proliferator response elements (PPREs) der DNA (Ferré 
2004; Rakhshandehroo et al. 2010). PPREs bestehen aus zwei Wiederholungen des 
Hexamers AGGTCA, welche durch eine beliebige Base getrennt sind (IJpenberg et al. 
1997; Desvergne und Wahli 1999). PPARα reguliert so Gene des Lipidstoffwechsels, 
die zum Beispiel für den Transport oder die Aufnahme der Lipide in die Zelle notwendig 
sind, der peroxisomalen und mitochondrialen β-Oxidation und der Ketogenese (Wahli 
et al. 1995; Contreras et al. 2013).  
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Abbildung 5: Mechanismus der Transkriptionsregulation durch PPARα  
Nach Ligandenaktivierung kommt es zur obligaten Heterodimerisierung mit RXR. Der PPARα/RXR 
Komplex bindet an PPREs der DNA. L = Ligand; PPARα = peroxisome proliferator–activated receptor 
α; PPRE = peroxisome proliferator response element; RXR = 9-cis-retinoic acid receptor; Abbildung 
modifiziert nach Kersten et al. (2000).  
Bei Ratten und Mäusen können durch PPARs in der Leber toxische Effekte erzielt 
werden. Innerhalb weniger Tage kann es aufgrund einer starken peroxisomalen 
Proliferation zur Hepatomegalie und Hepatokarzinogenese kommen (Issemann und 
Green 1990; Dreyer et al. 1992; Bieri und Lhuguenot 1993). Bei Ratten und Mäusen 
handelt es sich um proliferierende Spezies. In nicht-proliferierenden Spezies wie 
Schweinen, Meerschweinchen, Affen und Menschen treten derartige Effekte nicht auf. 
Zurückzuführen ist dies auf eine geringere Expression des PPARα in der Leber und 
auf eine schwächere Reaktion der Zielgene. Die Proliferation der Peroxisomen bleibt 
aus oder erfolgt lediglich gemäßigt (Holden und Tugwood 1999; Ringseis et al. 2009; 
Eder und Ringseis 2010).  
 
2.3.1.1 PPARα im Inflammationsgeschehen 
Der PPARα greift regulierend in das Inflammationsgeschehen ein (Delerive et al. 2001; 
Bosscher et al. 2006; Yang et al. 2008). Werden PPARα defiziente Mäuse 
inflammatorischen Stimuli ausgesetzt, so zeigen sie eine verlängerte 
Entzündungsantwort im Vergleich zum Wildtyp (Devchand et al. 1996). Die 
antiinflammatorischen Effekte des PPARα werden über die Repression des 
Transkriptionsfaktors NF-κB erzielt (Staels et al. 1998; Delerive et al. 2000; Delerive et 
al. 2001; Delerive et al. 2002; Romics et al. 2004; Bosscher et al. 2006; Yang et al. 
2008). Dafür sind zwei mögliche Mechanismen beschrieben. 
Die erste Möglichkeit ist die direkte Protein-Protein Interaktion zwischen PPARα und 
p65. Die gebildeten Komplexe sind transkriptionell inaktiv (Delerive et al. 1999; 
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Delerive et al. 2001). Die Repression ist LBD abhängig und erfolgt durch Bindung an 
die RHD von NF-κB (Delerive et al. 1999). Außerdem wurden mit der Aktivierung des 
PPARα gesteigerte IκBα Konzentrationen in Zusammenhang gebracht (Delerive et al. 
2000; Delerive et al. 2001). Fibrate, synthetische PPARα Aktivatoren, induzierten die 
Expression des Inhibitorproteins IκBα sowohl in vitro als auch in der Leber von Wildtyp-
Mäusen. Im Gegensatz dazu konnte in PPARα defizienten Mäusen kein signifikanter 
Anstieg der IκBα mRNA beobachtet werden. Weiterführend wurde in einem in vitro 
Versuch eine p65 Kerntranslokation durch die Behandlung mit IL-1β induziert. 
Interessanterweise wurde die Kerntranslokation von dem IκBα Anstieg nicht 
beeinflusst. Die Sequestrierung von NF-κB im Zytoplasma wurde demnach nicht 
gesteigert. Stattdessen war die DNA Bindungsaktivität von NF-κB reduziert (Delerive 
et al. 2000). Begründet ist dies durch den Umstand, dass IκBα nicht nur im Zytoplasma 
akkumuliert, sondern auch im Nukleus (Zabel und Baeuerle 1990; Arenzana-
Seisdedos et al. 1995).  
Eine weitere Verknüpfung besteht zwischen dem PPARα und Stress im 
endoplasmatischen Retikulum. Erste Hinweise darauf erbrachten Han et al. (2008). 
Macelignan, ein Extrakt des Muskatnussbaumes und PPARα/γ Agonist, war in der 
Lage ER Stress in der Leber und im weißem Fettgewebe von Mäusen zu reduzieren. 
In humanen hepatokarzinomen Zellen (HepG2) konnten Tang et al. (2014) ebenfalls 
das Abschwächen von ER Stress durch PPARα beobachten. ER Stress kann durch 
das erhöhte Aufkommen von ROS induziert werden. Dies führt zum Untergang der 
Zelle (Hayashi et al. 2003; Moon et al. 2011). Die Zellstimulation mit H2O2 bewirkt über 
das Hochregulieren von BiP und CHOP die Induktion von ER Stress vermittelter 
Apoptose. Durch den Einsatz eines PPARα Agonisten konnte die 
Expressionssteigerung von BiP und CHOP auf transkriptioneller und translationaler 
Ebene nach H2O2 Zellstimulation verhindert werden. Auch die Translokation von 
CHOP vom Zytoplasma in den Nukleus wurde geblockt. Der Einsatz eines PPARα 
Antagonisten erbrachte stattdessen gegenteilige Effekte. Er erhöhte die Apoptoserate 
(Tang et al. 2014).  
 
2.3.2 Fibroblast growth factor 21 
Bei dem Fibroblast growth factor 21 (FGF21) handelt es sich um einen hormonellen 
Faktor der FGF-Familie, der eine Schlüsselfunktion im Energiestoffwechsel einnimmt 
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(Gomez-Samano et al. 2016). Seine Expression findet hauptsächlich in der Leber statt. 
Weiterhin kommt er im Pankreas, im weißem Fettgewebe und in der Skelettmuskulatur 
vor (Nishimura et al. 2000; Izumiya et al. 2008; Wang et al. 2008). Physischer Stress 
und metabolische Imbalancen führen zu einer gesteigerten hepatischen Expression 
des FGF21 (Gomez-Samano et al. 2016). FGF21 stimuliert daraufhin die Fettoxidation, 
die Ketogenese und die Gluconeogenese in der Leber (Badman et al. 2007).  
Die Aktivität des FGF21 wird sowohl über die zelluläre Stressantwort als auch den 
Fettstoffwechsel reguliert. Die Verbindung zum Fettstoffwechsel besteht über PPARα. 
Es hat sich gezeigt, dass FGF21 in Zuständen des Fastens PPARα-abhängig aktiviert 
wird (Badman et al. 2007; Inagaki et al. 2007; Lundasen et al. 2007). In PPARα-
knockout Mäusen führt die Verabreichung von FGF21 zu einer signifikanten Reduktion 
einer durch Fasten hervorgerufenen Fettleber (Inagaki et al. 2007). Während des 
Fastens werden freie Fettsäuren von der Leber aufgenommen. Ein Teil davon wird 
wieder zu Triglyceriden verestert (Baar et al. 2005). FGF21 führt über die Induktion 
von Lipasen zu einer Hydrolyse der gespeicherten Triglyceride. Das Risiko der 
Entwicklung einer Fettleber wird somit gesenkt (Inagaki et al. 2007). Hepatisches 
FGF21 wird nicht nur durch Hungern induziert, sondern auch durch eine fettreiche, 
kohlenhydratarme, ketogene Diät (KD). Adenoviraler knockdown des hepatischen 
FGF21 führt in KD-gefütterten Mäusen zu Fettleber, Lipämie und reduzierten Serum-
Ketonkörpern (Badman et al. 2007). Neben der Aktivierung des FGF21 durch nutritive 
Faktoren, erfolgt auch eine Beeinflussung durch oxidativen Stress (Gomez-Samano et 
al. 2016). Stress im endoplasmatischen Retikulum führt zu einer Induktion des FGF21. 
Die Regulation erfolgt dabei über die PERK/elF2alpha/ATF4 Kaskade. In silico 
Analysen zeigten zwei Bindungsstellen für ATF4 in der FGF21-Promotorregion 
(Schaap et al. 2013). Einen weiteren Zusammenhang zwischen FGF21 und oxidativen 
Stress stellten Furusawa et al. (2014) her. Nrf2 reguliert FGF21 positiv. Nach Nrf2-
Induktion über genetischen Keap1-knockdown, können in diabetischen Mäusen 
erhöhte FGF21-Plasmaspiegel und gesteigerte FGF21-Expressionen in der Leber 
gemessen werden (Furusawa et al. 2014). 
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2.4 Sekundäre Pflanzenstoffe 
Unter sekundären Pflanzenstoffen versteht man eine Gruppe diverser chemischer 
Verbindungen, die von Pflanzen produziert werden (El Gharras 2009; Tyagi et al. 
2010). Sie dienen Pflanzen unter anderem als Abwehrstoffe, Lockstoffe, Allelopathika 
und UV Protektoren (Crozier et al. 2006). Obwohl sie keine nutritiven Eigenschaften 
besitzen, wird ihnen aufgrund ihrer gesundheitsfördernden Wirkungen großes 
Interesse entgegen gebracht (Dillard und German 2000; El Gharras 2009; Tyagi et al. 
2010). 
Nachfolgend wird auf die in der vorliegenden Arbeit verwendeten sekundären 
Pflanzenstoffe näher eingegangen. Dies sind zum einen die in Trauben und Hopfen 
enthaltenen Polyphenole und zum anderen ätherische Öle, welche jeweils dem Futter 
der Ferkel zugesetzt wurden. 
 
2.4.1 Polyphenole 
Polyphenole sind aromatische Verbindungen, die eine oder mehrere direkt an einen 
aromatischen Ring gebundene Hydroxygruppen enthalten. In pflanzlichen 
Nahrungsmitteln sind Polyphenole weit verbreitet. Besonders reichhaltig kommen sie 
in Früchten, Gemüse, Leguminosen, Getreide, Wein, Tee und Kakao vor (Manach et 
al. 2004; Rahman et al. 2006; Han et al. 2007). Vor allem die organoleptischen 
Charakteristiken wie Farbe und Geschmack, werden von den Polyphenolen bestimmt 
(Cheynier 2005). Vier Klassen können unterschieden werden, welche sich weiter in 
verschiedene Subklassen auftrennen: Phenolische Säuren (Hydroxybenzoesäure und 
Hydroxyzimtsäure), Flavonoide (Flavonole, Flavone, Flavanole, Flavanone, Isoflavone 
und Proanthocyanidine), Stilbene und Lignane (Manach et al. 2004; Manach et al. 
2005; El Gharras 2009; Tangney und Rasmussen 2013).  
 
2.4.1.1 Polyphenole in Trauben 
Trauben sind sehr reich an phenolischen Verbindungen. Die höchsten 
Konzentrationen befinden sich in Schalen, Stielen, Blättern und Kernen (Pastrana-
Bonilla et al. 2003; Makris et al. 2008; Xia et al. 2010). Proanthocyanidine, auch als 
kondensierte Tannine bezeichnet, sind die Hauptvertreter der Polyphenole in Trauben 
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(El Gharras 2009; Hernández-Jiménez et al. 2009). Es handelt sich dabei um die 
polymere Form der Flavanole (El Gharras 2009). Sie verleihen den Trauben ihre Farbe 
und sind aufgrund ihrer Eigenschaft, mit Speichelproteinen Komplexe zu bilden, für 
den adstringierenden Charakter der Früchte verantwortlich. Auch basiert der bittere 
Geschmack von Schokolade auf diesen Verbindungen (El Gharras 2009; Xia et al. 
2010). Proanthocyanidine sind vor allem in der Schale und den Kernen enthalten. In 
Traubentrester kommen sie nur zu einem sehr geringen Anteil vor. Dort finden sich 
hingegen signifikante Gehalte Flavon-ähnlicher Stoffe, den Anthocyanen (Cyanidin-3-
Glucosid, Malvidin-3-Glycosid, Cyanidin und Peonidin) (Auger et al. 2004). Des 
Weiteren sind monomere Formen der Flavanole (Catechin, Epicatechin, 
Gallocatechin, Epigallocatechin, Epicatechin-3-Gallat und Epigallocatechin-3-Gallat) 
in Trauben enthalten (Auger et al. 2004; El Gharras 2009). Zu geringem Teil wird der 
Polyphenolgehalt in Trauben durch Gallussäure bestimmt (Auger et al. 2004).  
 
Abbildung 6: Grundstruktur der Flavone (a) und Flavanole (b) 
Traubenpolyphenole wirken sich positiv auf die Gesundheit aus, da sie antioxidative 
und antiinflammatorische Eigenschaften besitzen (Terra et al. 2009). So fungieren 
Phenolverbindungen in Trauben als Radikalfänger (Shi et al. 2003) und Inhibitoren der 
Lipidoxidation (Sato et al. 1996; Meyer et al. 1997). Sie wirken sich aber auch auf 
Signalwege und der damit in Verbindung stehenden Genexpression aus. Polyphenole 
können die NFκB-Aktivität modulieren. In murinen intestinalen Epithelzellen wurde 
gezeigt, dass einige Flavonoide die Phosphorylierung oder Ubiquitinierung von 
Kinasen inhibieren können und somit die Degradation von IκB verhindern. NF-κB ist 
dann nicht mehr in der Lage, in den Kern zu translozieren und die Expression von 
proinflammatorischen Zytokinen zu fördern. Auch eine Inhibition der Interaktion von 
NF-κB Untereinheiten mit ihrer Ziel-DNA durch Flavonoide ist beschrieben (Ruiz und 
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Haller 2006). Gessner et al. (2012) zeigten, dass Extrakte aus Traubenkernen und 
Traubentrester die TNFα induzierte NF-κB Transaktivierung in intestinalen 
Epithelzellen (Caco-2) signifikant reduzieren konnten. In diesem Zusammenhang 
wurde auch eine verminderte Expression von TNFα induzierten NF-κB Zielgenen 
beobachtet. Bei Ratten, welche einer high-fat Diät unterzogen wurden, konnte der 
Fütterungszusatz eines Proanthocyanidinextrakts aus Traubenkernen die 
normalerweise bei Obesitas auftretende Entzündungsreaktion des Körpers verhindern 
(Terra et al. 2009). Neben der hemmenden Wirkung auf den proinflammatorischen 
Transkriptionsfaktor NF-κB können Traubenpolyphenole auch direkt den 
zytoprotektiven Nrf2/ARE Signalweg stimulieren. Traubenkern-Proanthocyanidine 
bewirkten in humanen hepatokarzinomen Zellen (HepG2) eine Induktion der Nrf2 
Expression, eine ARE vermittelte Transkriptionsaktivierung und somit die 
Expressionssteigerung Phase II und antioxidativer Gene (Bak et al. 2012). Ein weiterer 
stressresponsiver Signalweg wird durch Stress im endoplasmatischen Retikulum 
aktiviert. Auch dieser kann durch Traubenpolyphenole positiv beeinflusst werden. Ha 
et al. (2014) untersuchten die Auswirkungen von Polyphenolen aus muscadinen 
Trauben auf ER-Stress, der durch Thapsigargin in humanen retinalen 
Pigmentepithelzellen (ARPE-19) ausgelöst wurde. Die Signaltransduktion durch ER-
Stress und der apoptotische Zelltod konnten durch die Traubenpolyphenole effektiv 
reduziert werden. 
 
2.4.1.2 Polyphenole in Hopfen 
Hopfen, Humulus lupulus, gehört zur Familie der Cannabaceae. Der weibliche 
Blütenstand, der im allgemeinen Sprachgebrauch als „Hopfen“ bezeichnet wird, ist 
reich an polyphenolischen Verbindungen (Zanoli und Zavatti 2008; Shah et al. 2010). 
Hauptvertreter sind auch hier die Proanthocyanidine (Wang et al. 2014). Weitere 
Flavonoide in Hopfen sind die Flavonole (Kaempferol, Rutin, Quercetin, Quercitrin), 
Flavone (Hyperoside) und Flavanole in Form von Catechinen (Catechin-Gallat, 
Epicatechin-Gallat) (Zanoli und Zavatti 2008; Wang et al. 2014). Chalkone sind 
Vorstufen der Flavonoide (Nowakowska 2007). Auch diese sind in Hopfen enthalten. 
Am bedeutsamsten ist hierbei das Xanthohumol (Stevens und Page 2004). Weitere 
Polyphenole im Hopfen sind das zu den Stilbenen gehörige (El Gharras 2009) 
Resveratrol und die Gallussäure (Wang et al. 2014). Neben den Polyphenolen sind 
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noch andere sekundäre Pflanzenstoffe im Hopfen vertreten. Die α- und β-Säuren 
verleihen dem Hopfen seinen bitteren Geschmack (Ceh et al. 2007). Doch ist das 
Hopfenaroma eine sehr komplexe Mischung. Auch Terpenoide, die im ätherischen Öl 
des Hopfens enthalten sind, tragen zu dem Aroma bei (Malizia et al. 1999; Eri et al. 
2000).  
 
Abbildung 7: Strukturformel des Xanthohumols 
Seine populärste Verwendung findet Hopfen in der Brauindustrie. Außerdem wurde er 
lange für medizinische Zwecke bei Schlafstörungen, als mildes Sedativum und zur 
Aktivierung der Magenfunktion als bitteres Magenmittel eingesetzt (Zanoli und Zavatti 
2008). Den Hopfenpolyphenolen wird ähnlich großes gesundheitsförderndes Potenzial 
wie den Traubenpolyphenolen nachgesagt (Wang et al. 2014), da sie antioxidative und 
detoxifizierende Eigenschaften aufweisen (Dietz et al. 2005). Dabei gilt das größte 
Forschungsinteresse dem Xanthohumol (Zanoli und Zavatti 2008), das nur in Hopfen 
vorkommt (Yao et al. 2015). Xanthohumol tritt, wie andere Polyphenole, als 
Radikalfänger auf und besitzt antiinflammatorische Aktivität (Lee et al. 2011). In vitro 
konnten Lee et al. (2011) und Yao et al. (2015) eine Aktivierung des zytoprotektiven 
Nrf2-ARE Signalweges nachweisen. Damit verbunden war auch die transkriptionelle 
Hochregulation von detoxifizierenden Phase II Genen. Xanthohumol modifiziert die 
Cysteinreste des Nrf2-Repressorproteins Keap1 durch Alkylierung (Dietz et al. 2005). 
Eine direkte Bindung von Keap1 durch Xanthohumol wird ebenfalls suggeriert (Dietz 
et al. 2005). Xanthohumol ist teilweise oral bioverfügbar und akkumuliert in der Leber 
und in der Milchdrüse (Dietz et al. 2013). Dietz et al. (2013) konnten eine signifikante 
Induktion von NQO1 im Lebergewebe von Ratten, verursacht sowohl durch ein 
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Hopfenextrakt als auch durch Xanthohumol, nachweisen. In mit hepatotoxischen 
Tetrachlorkohlenstoff behandelten Mäusen konnte die orale Gabe von Xanthohumol 
die provozierte Leberentzündung und Fibrose durch eine verminderte NF-κB Aktivität 
abmildern (Dorn et al. 2012). Auch in humanen Endothelzellen (Albini et al. 2006) und 
humanen Leukämiezellen (Harikumar et al. 2009) wurde eine verminderte TNF-
induzierte NF-κB Aktivierung beschrieben. Harikumar et al. (2009) zeigten, dass 
Xanthohumol die TNF induzierte IκBα Phosphorylierung und Degradation hemmt. 
Durch Interaktion mit Cysteinresten wird die Aktivierung der IKK gehemmt. Ebenso ist 
die Inhibition von NF-κB durch Interaktion mit Cysteinresten der p65 Untereinheit 
möglich. Eine antiproliferative Funktion von Xanthohumol ist die Potenzierung der 
Apoptose durch Runterregulation antiapoptotischer Gene (Harikumar et al. 2009). 
Außerdem wurde in vitro der proapoptotische Arm der UPR bei ER Stress durch 
Xanthohumol gefördert (Lust et al. 2009). 
 
2.4.2 Ätherische Öle 
Ätherische Öle sind aromatische, flüchtige und ölige Flüssigkeiten pflanzlicher 
Herkunft (Burt 2004; Arvind und Vyas 2013). Sie schützen die Pflanzen vor Herbivoren 
und Pathogenen oder besitzen eine anziehende Wirkung auf Bestäuber und erbringen 
so einen Fortpflanzungsvorteil (Dudareva et al. 2006). Der strukturelle Aufbau der 
ätherischen Öle lässt sich auf zwei Verbindungsklassen zurückführen: Den Terpenen 
und den Phenylpropanen. Terpene bestehen aus Isopreneinheiten, welche jeweils aus 
fünf Kohlenstoffatomen zusammengesetzt sind. Anhand dieser können die Terpene 
weiter subklassifiziert werden. Man unterscheidet Mono-, Sesqui- und Diterpene, die 
aus zwei, drei bzw. vier Isopreneinheiten aufgebaut sind. Auch eine Unterscheidung 
anhand des Vorhandenseins einer Ringstruktur oder von Doppelbindungen ist 
möglich. Das Grundgerüst der Phenylpropane besteht aus einem sechsgliedrigem 
aromatischen Ring mit einer drei Kohlenstoffatomen starken Seitenkette (Lee et al. 
2004). Eingesetzt werden ätherische Öle in der Aromatherapie, in Lebensmitteln als 
Aromastoffe, sowie in Parfümen, Kosmetika und Pharmazeutika (Burt 2004; Başer und 
Demirci 2007).  
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Abbildung 8: Isopren (a) als Grundgerüst der Terpene und Zimtaldehyd (b) als Vertreter der 
Phenylpropane 
Zahlreiche Studien weisen darauf hin, dass Pflanzen wie Thymian (Thymus vulgaris), 
Oregano (Origanum vulgare), Teebaum (Melaleuca alternifolia), Zitronengras 
(Cymbopogon citratus), Pfefferminz (Mentha piperita), Basilikum (Ocimum basilicum), 
Schafgarbe (Achillea millefolium) etc. antimikrobielle und antioxidative Aktivitäten 
besitzen. Dies ist auf flüchtige Verbindungen (Carvacrol, Eukalyptol, Kampfer, α-
Terpineol, β-Pinene, Borneol, Linalool, Thymol) zurückzuführen (Candan et al. 2003; 
Sartoratto et al. 2004; Prabuseenivasan et al. 2006; Soković et al. 2007; El Abed et al. 
2014). Auch antiinflammatorische Wirkungen werden mit ätherischen Ölen in 
Verbindung gebracht (Miguel 2010). In vitro sind ausgewählte Phenylpropanoide in der 
Lage die NF-κB Signalkaskade zu hemmen (Bremner et al. 2004; Tabanca et al. 2007). 
Die Aktivitätsminderung von NF-κB durch ätherische Öle steht im Zusammenhang mit 
der Hemmung der IκBα Degradation (Chainy et al. 2000; Lin et al. 2008; Yoon et al. 
2010). Die Translokation von p50 (Lin et al. 2008) bzw. p50/p65 (Yoon et al. 2010) in 
den Nukleus wird somit reduziert. Des Weiteren kann Citral, Bestandteil von 
Zitronengras, den Transkriptionsfaktor PPARα aktivieren (Katsukawa et al. 2010). Der 
antiinflammatorische Effekt von PPARα besteht in der Hemmung von NF-κB (Miguel 
2010). Der zytopretektive Gegenspieler von NF-κB ist der antioxidative 
Transkriptionsfaktor Nrf2. In humanen hepatokarzinomen Zellen (HepG2) konnten die 
in Knoblauch enthaltenen ätherischen Öle, insbesondere die Komponente 
Diallyltrisulfid, die Expression der detoxifizierenden Gene NQO1 und HO1 steigern 
(Chen et al. 2004). Ätherische Öle können auch direkt als Radikalfänger fungieren 
(Miguel 2010). Die Bestimmung ihrer antioxidativen Kapazität via Thiobarbituric acid 
reactive substances (TBARS) assay zeigte hierbei in den Studien von Dandlen et al. 
(2010) und Viuda-Martos et al. (2010) eine hohe Aktivität.  
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Bei abgesetzten Ferkeln und Broilern können die Leistungsdaten durch die 
Verwendung von ätherische Ölen in der Fütterung günstig beeinflusst werden. 
Verbesserungen von bis zu 10 % bei der Gewichtszunahme und bis zu 3 % bei der 
Futterverwertung sind für abgesetzte Ferkel beschrieben (Zeng et al. 2015).  
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3 Zielstellung 
Der Fokus der vorliegenden Arbeit liegt auf der Untersuchung der Hypothese, dass 
sich der Zusatz von phytogenen Futterkomponenten positiv auf das 
Inflammationsgeschehen in der Leber beim Ferkel während der kritischen 
Absetzphase auswirkt. Die Untersuchung sollte auf molekularbiologischer Ebene 
stattfinden. Zu diesem Zweck wurden Leber- und Plasmaproben von zwei 
Tierversuchen verwendet. Im ersten Versuch wurden polyphenolhaltige 
Futterkomponenten zugesetzt. Die Polyphenolquellen waren Traubentrester oder 
Hopfentreber. In der humanen Ernährung werden Polyphenolen gesundheitsfördernde 
Eigenschaften mit dem Potenzial zur Prävention von Erkrankungen, die mit oxidativem 
Stress in Verbindung stehen, zugesprochen. Beispiele sind kardiovaskuläre 
Erkrankungen, Krebs, Diabetes mellitus und neurodegenerative Krankheiten (Han et 
al. 2007; Lewandowska et al. 2013; Li et al. 2014a). Über den Einsatz 
polyphenolhaltiger Futterkomponenten bei Nutztieren ist hingegen wenig bekannt. 
Insbesondere die systemische Wirkung ist nicht hinreichend erforscht. Für Ferkel 
konnten erste positive Auswirkungen dieser Zusätze auf die Darmgesundheit 
nachgewiesen werden. Gessner et al. (2013) zeigten, dass der Zusatz eines Extrakts 
aus Traubenkernen und Traubentrester (GSGME, grape seed and grape marc meal 
extract) die Futterverwertung bei abgesetzten Ferkeln verbessern kann. Des Weiteren 
war das Verhältnis von Zottenhöhe zu Kryptentiefe im Vergleich zu den Kontrolltieren 
verbessert. Die Expression verschiedener proinflammatorischer Gene hingegen 
vermindert. Die Untersuchungen bezogen sich auf das Duodenum. Fiesel et al. (2014) 
nutzten ebenfalls GSGME, sowie die weitere kostengünstige Polyphenolquelle 
Hopfentreber in der Fütterung abgesetzter Ferkel. Auch hier war die Futterverwertung 
der Tiere, die polyphenolhaltige Zusätze erhielten, im Vergleich zur Kontrollgruppe 
gesteigert. Dieser Unterschied war bei Hopfentreber signifikant; beim Zusatz GSGME 
zeigte sich eine Tendenz. Das Inflammationsgeschehen im Darm wurde durch die 
phytogenen Futterkomponenten positiv beeinflusst. Die Expression ausgewählter 
proinflammatorischer Zytokine, reguliert durch den Transkriptionsfaktor NF-κB, war in 
Duodenum, Ileum und Colon ascendens bei den Tieren, die GSGME oder 
Hopfentreber erhalten haben, im Vergleich zu den Kontrolltieren vermindert. Zusätzlich 
wurde den Polyphenolen antimikrobielle Eigenschaften nachgewiesen. Die 
Darmmorphologie wurde durch die Zusätze entgegen der früheren Studie (Gessner et 
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al. 2013) nicht beeinflusst. Weiterführend zu der Studie von Fiesel et al. (2014) sollte 
in der vorliegenden Arbeit überprüft werden, ob die antiinflammatorischen 
Eigenschaften der phytogenen Zusätze GSGME und Hopfentreber auch systemische 
Auswirkungen haben. Aus diesem Zweck wurden auf molekularbiologischer Ebene 
stressresponsive Signalwege in Leberproben der Ferkel untersucht. Zusätzlich wurden 
antioxidative Parameter im Plasma der Tiere bestimmt. 
Dem zweiten Versuch unterliegt ein anderes Versuchsmodell. Auch hier wurde ein 
phytogener Futterzusatz eingesetzt. Verwendet wurde ein Präparat, das ätherische 
Öle enthält. Bei dem Präparat handelte es sich um eine Mischung aus Matrix-
verkapselten phytogenen Substanzen. Die Hauptbestandteile waren Carvacrol, 
Thymol und Limonen. Die Wirkung des Präparats wurde zu verschiedenen Zeitpunkten 
getestet. Dafür wurden Proben zum Zeitpunkt des Absetzens, sowie drei, sieben und 
21 Tage nach dem Absetzen gewonnen und miteinander verglichen. Außerdem 
wurden die Tiere, die ätherische Öle als Futterzusatz erhielten, mit Kontrolltieren 
verglichen. Wie Polyphenole besitzen auch ätherische Öle aufgrund ihrer 
antioxidativen und antiinflammatorischen Eigenschaften das Potenzial, sich positiv auf 
die humane Gesundheit auszuwirken (Edris 2007; Miguel 2010). Bei Nutztieren, 
genauer Broilern und Ferkeln, konnte vereinzelt eine verbesserte Wachstumsleistung 
und geänderte Zusammensetzung der Darmmikroben durch ätherische Öle im Futter 
nachgewiesen werden (Zeng et al. 2015). In der vorliegenden Arbeit sollte die 
Hypothese, dass der Einsatz ätherischer Öle während der Absetzphase beim Ferkel 
günstige Auswirkungen auf den Organismus hat, überprüft werden. Hintergründe für 
diese Hypothese sind die Erkenntnisse aus dem humanen Bereich, sowie erste 
Hinweise bei Nutztieren. Die Untersuchungen haben Bezug auf das 
Inflammationsgeschehen und den Fettstoffwechsel, da in der Absetzphase ein 
gesteigertes Inflammationsgeschehen (Campbell et al. 2013) und eine Fettmobilisation 
(Fenton et al. 1985) stattfinden.  
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4 Material und Methoden 
Die vorliegende Arbeit basiert auf zwei Versuchsmodellen.  
Im ersten Ferkelversuch wurden die polyphenolhaltigen Futterkomponenten 
Hopfentreber und Traubentrester eingesetzt und mit einer Kontrollgruppe, welche 
lediglich die Futtergrundmischung erhielt, verglichen. Im Fokus stand die Auswirkung 
von polyphenolhaltigen Futterkomponenten auf Parameter der Stressantwort.  
Dem zweiten Ferkelversuch lag ein komplexeres Modell zugrunde. Der Einsatz von 
ätherischen Ölen in der Fütterung wurde im Vergleich zu einer Kontrollgruppe zu vier 
verschiedenen Zeitpunkten getestet. Augenmerk lag auf Signalwegen der 
Stressantwort und des Lipidstoffwechsels. 
 
4.1 Versuchstiere und Futter 
4.1.1 Versuchstiere und Futter im Ferkelversuch 1 
Bei den Versuchstieren handelte es sich um 48 fünf Wochen alte Ferkel der 
Kreuzungsrasse Piétrain x (deutsche Landrasse x deutsches Edelschwein) mit einem 
initialen Körpergewicht von ca. 10 kg. Die Haltung erfolgte paarweise im Flatdeck unter 
kontrollierten klimatischen Bedingungen (Temperatur: 23 ± 2 °C, relative 
Luftfeuchtigkeit: 50 – 60 %). Das Lichtregime wurde auf eine 13stündige Tagphase 
zwischen 6:00 und 19:00 Uhr und eine elfstündige Nachtphase eingestellt. Die Ferkel 
wurden in drei Gruppen à 16 Tiere eingeteilt. Das Fütterungsregime war zweiphasig 
und beinhaltete zwei Futtergrundmischungen (Phase I: < 15 kg Körpergewicht, Phase 
II: > 15 kg Körpergewicht). Die Zusammensetzung der Futterrationen orientierte sich 
an den Empfehlungen zur Energie- und Nährstoffversorgung von wachsenden 
Schweinen von der Gesellschaft für Ernährungsphysiologie (GfE, 2006). Die 
Futterzusammensetzungen der beiden Phasen sind der Tabelle 1 zu entnehmen. Die 
Kontrollgruppe erhielt die Futtergrundmischungen ohne weitere Zusätze. Die 
Behandlungsgruppen bekamen die Futtergrundmischungen mit dem Zusatz von 1 % 
Hopfentreber (Anta®Phyt H, Dr. Eckel GmbH, Niederzissen, Deutschland) oder 1 % 
Traubentrester (Anta®Ox E, Dr. Eckel GmbH, Niederzissen, Deutschland) im 
Austausch gegen Weizen. Der Gesamtpolyphenolgehalt der Futterzusätze wurde 
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nach der Methode von Singelton et al. (1999) bestimmt. Im Hopfentreber konnten 50,4 
mg/g und im Traubentrester 61,6 mg/g Gallussäure-Äquivalent nachgewiesen werden. 
Die Fütterung erfolgte ad libitum. Um die tägliche Futteraufnahme zu kontrollieren, 
wurde nicht gefressenes Futter zurückgewogen. Wasser stand in Form einer 
Nippeltränke zur freien Verfügung. Der Fütterungsversuch wurde über vier Wochen 
durchgeführt. Anschließend wurden die Tiere in Übereinstimmung mit dem Artikel 4 
Absatz 3 des deutschen Tierschutzgesetzes (Deutsches Tierschutzgesetz, 2006) zu 
wissenschaftlichen Zwecken tierschutzgerecht getötet (JLU Nr. 439_M).
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Tabelle 1: Zusammensetzungen der Futtergrundmischungen für den 
Ferkelversuch 1 
 Phase I Phase II 
Zusammensetzung (g/kg) 
Weizen 381,7 406,9 
Gerste 315 302 
Soja (44 % XP) 250 240 
Sojaöl 15 15 
Vitamin- & Mineralvormischung1 33,5 33,4 
Lysin HCL 2,6 1,5 
Methionin 1,0 0,5 
Threonin 1,2 0,7 
Nährstoffkonzentrationen 
Metabolisierbare Energie (MJ/kg)† 12,99 13,04 
Trockensubstanz (%)‡ 88,41 88,35 
Rohprotein (%)‡ 19,58 19,13 
Rohfaser (%)‡ 3,99 3,94 
Rohfett (%)‡ 3,16 3,16 
Rohasche (%)‡ 3,11 3,06 
verd. Lysin (%)¥ 1,16 1,05 
verd. Methionin + Cystein (%)¥ 0,62 0,57 
verd. Threonin (%)¥ 0,69 0,63 
verd. Tryptophan (%)¥ 0,21 0,21 
1Die Vitamin- & Mineralvormischung (Bergin Novamast, Bergophor, Kulmbach, Deutschland) enthielt 
pro kg folgende Inhaltsstoffe: 40 g Lysin, 30.448 FYT 6-Phytase, 3.045 mg Eisen, 3.045 mg Mangan, 
3.045 mg Zink, 609 mg Kupfer, 66 mg Jod, 13 mg Selen, 400.000 IE Vitamin A, 66.985 IE Vitamin D3, 
3.045 mg Vitamin E, 76 mg Vitamin K, 76 mg Vitamin B1, 203 mg Vitamin B2, 152 mg Vitamin B6, 1.015 
μg Vitamin B12, 1.015 mg Nikotinsäure, 507 mg Pantothensäure, 30 mg Folsäure, 4.060 μg Biotin, 
10.149 mg Cholinchlorid. XP = Rohprotein; verd. = verdauliches. †Berechnung entsprechend der 
Empfehlung der Gesellschaft für Ernährungsphysiologie. ‡Analysiert gemäß Fiesel et al. (2014) 
(Mittelwerte von drei Analysen pro Diät). ¥Berechnet mithilfe tabellarischer Werte von AMINODat® 4.0 
(Evonik Industries AG, Essen, Deutschland). 
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4.1.2 Versuchstiere und Futter im Ferkelversuch 2 
Um den Einfluss von ätherischen Ölen auf Parameter der Stressantwort und des 
Lipidstoffwechsels zu untersuchen, wurde ein Fütterungsversuch mit 96 
gemischtgeschlechtlichen Ferkeln der Kreuzungsrasse Piétrain x (deutsche 
Landrasse x deutsches Edelschwein) durchgeführt. Die Ferkel wurden auf der Lehr- 
und Forschungsstation 'Oberer Hardthof' der Justus-Liebig-Universität Gießen 
geboren und bereits am Tag ihrer Geburt gewogen. Danach wurden die Tiere 
wöchentlich gewogen. Nach dem Absetzen am 21. Lebenstag erfolgte die Haltung am 
Institut für Tierernährung und Ernährungsphysiologie der Justus-Liebig-Universität 
Gießen unter den gleichen klimatischen Bedingungen wie beim Ferkelversuch 1. Die 
Ferkel wurden in zwei Gruppen, Behandlung und Kontrolle, à 12 Tiere eingeteilt. Das 
Fütterungsregime war zweiphasig (Tabelle 2). Ab ihrem sechsten Lebenstag stand den 
Ferkeln ein Saugferkelbeifutter zur freien Verfügung. Im Falle der Behandlungsgruppe 
war diesem bereits das unten genannte Präparat mit ätherischen Ölen zugesetzt. Nach 
dem Absetzen wurde eine Futtergrundmischung für Ferkel bis 15 kg Körpergewicht ad 
libitum verwendet. Die Kontrollgruppe erhielt die Futtergrundmischung. Die 
Behandlungsgruppe bekam die Futtergrundmischung mit dem Zusatz von 0,015 % 
ätherischer Öle (Digestarom® P.E.P. MGE 150; BIOMIN Holding GmbH, Getzersdorf, 
Österreich) im Austausch gegen Weizen. Bei dem Futterzusatz handelte es sich um 
eine Mischung phytogener Substanzen. Die Hauptbestandteile waren laut Hersteller 
Carvacrol, Thymol und Limonen. Die Schlachtungen wurden an vier verschiedenen 
Zeitpunkten durchgeführt. Dies waren der Tag des Absetzens, sowie drei, sieben und 
21 Tage nach dem Absetzen. Zum Zeitpunkt des Absetzens wurden aus jeder Gruppe 
12 Tiere geschlachtet. Die verbliebenden 72 Ferkel wurden in Kleingruppen zu jeweils 
6 Tieren pro Box (sechs Boxen pro Gruppe) gehalten. Bei den Schlachtungen drei, 
sieben und 21 Tage nach dem Absetzen wurden jeweils 12 Tiere getötet. Die Tötung 
der Tiere zu wissenschaftlichen Zwecken erfolgte in Übereinstimmung mit dem Artikel 
4 Absatz 3 des deutschen Tierschutzgesetzes (Deutsches Tierschutzgesetz, 2006) 
(JLU Nr. 494_M). Aus labortechnischen Gründen wurde die Gruppengröße bei den 
durchgeführten Analysen auf neun Tiere pro Gruppe und Zeitpunkt reduziert. 
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Tabelle 2: Zusammensetzung der Futtergrundmischungen für den 
Ferkelversuch 2 
 Saugferkelbeifutter Ferkelaufzuchtfutter 
Zusammensetzung (g/kg) 
Soja (42,5%XP) 224,2 230 
Haferflocken 200,8 - 
Gerste 192,9 259,5 
Weizen 170 440 
Magermilchpulver 160 - 
Vitamin- & Mineralvormischung1 23,5 33,5 
Sojaöl 20 20 
Monocalciumphosphat 5,5 7,5 
Methionin 1,4 1,5 
Threonin 0,6 2,2 
Lysin HCL 0,6 4,3 
Tryptophan 0,3 0,5 
FeSO4x7H2O 0,2 - 
Cholinchlorid 50% - 1,0 
Nährstoffkonzentrationen 
Metabolisierbare Energie (MJ / kg)† 13,91 12,99 
Trockensubstanz (%)‡ 89,67 87,75 
Rohprotein (%)‡ 22,25 19,08 
Rohfaser (%)‡ 3,31 3,96 
Rohfett (%)‡ 4,45 3,63 
Rohasche (%)‡ 6,43 6,50 
verd. Lysin (%)¥ 1,26 1,25 
verd. Methionin + Cystein (%)¥ 0,77 0,66 
verd. Threonin (%)¥ 0,76 0,73 
verd. Tryptophan (%)¥ 0,25 0,22 
1Die Vitamin- & Mineralvormischung (Bergin EcoMast M, Bergophor, Kulmbach, Deutschland) enthielt 
pro kg folgende Inhaltsstoffe: 60 g Lysin, 5 g Methionin, 5 g Threonin, 30.000 FYT 6-Phytase, 3.000 mg 
Eisen, 3.000 mg Mangan, 3.000 mg Zink, 600 mg Kupfer, 65 mg Jod, 13 mg Selen, 400.000 IE Vitamin 
A, 66.000 IE Vitamin D3, 3.000 mg Vitamin E, 75 mg Vitamin K, 75 mg Vitamin B1, 200 mg Vitamin B2, 
150 mg Vitamin B6, 1.000 μg Vitamin B12, 1.000 mg Nikotinsäure, 500 mg Ca-D-Pantothenat, 30 mg 
Folsäure, 2.000 μg, Biotin, 10.000 mg Cholinchlorid, 75 mg Propylgallat, 25 mg Tocopherole.  
XP = Rohprotein; verd. = verdauliches. †Berechnung entsprechend der Empfehlung der Gesellschaft für 
Ernährungsphysiologie. ‡Analysiert gemäß Fiesel et al. (2014) (Mittelwerte von drei Analysen pro Diät). 
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¥Berechnet mithilfe tabellarischer Werte von AMINODat® 4.0 (Evonik Industries AG, Essen, 
Deutschland). 
 
4.2 Probengewinnung 
Die Probengewinnung erfolgte beim Ferkelversuch 1 nach vier wöchiger 
Versuchsphase. Beim Ferkelversuch 2 hingegen an vier verschiedenen Zeitpunkten 
(null, drei, sieben und 21 Tage nach dem Absetzen). Vor der Probenentnahme erfolgte 
die Betäubung mittels Elektrozange (Betäubungsgerät FBT 2012 – B, Fuhrmann 
Elektrotechnik GmbH, Deutschland) und Tötung durch Ausbluten. Für die Blutproben 
wurden EDTA Polyethylenröhrchen (Sarstedt, Nürnbrecht, Deutschland) verwendet. 
Die Gewinnung von Plasma erfolgte dann durch zehnminütige Zentrifugation bei 4 °C 
mit 1100 g. Die Plasmaproben wurden anschließend bei -20 °C gelagert. Die 
Leberproben wurden bei -80 °C bis zu den Analysen aufbewahrt. 
 
4.3 Materialien 
4.4 Geräte und Verbrauchsmaterialien 
Blotting-Papier Rotilabo®    Carl Roth GmbH, Deutschland 
CELLSTAR® Mikroplatten    Greiner Bio-One, Deutschland 
(96-Well Format) 
Fiber Pads           Bio-Rad, Deutschland 
G:BOX (Lumineszenzimager)   SYNGENE, Großbritannien 
GeneFlash (UV-Licht-Imager)   SYNGENE, Großbritannien 
Heidolph Duomax 1030 (Schwenker)  Heidolph Instruments, Deutschland 
HERAEUS Fresco 21 Centrifuge  Thermo Electron LED GmbH, Deutschland 
HERAEUS Incubator    Thermo Scientific, Deutschland 
HERAEUS Varifuge K   Heraeus-Christ GmbH, Deutschland 
LS 55 Fluorescene Spectrometer Perkin Elmer, Großbritannien 
Magnetrührer IKA® RCT Classic  IKA®-Werke, Deutschland 
Mikrozentrifuge GalaxyMiniStar  VWR, Deutschland 
Mini-Elektrophoresesystem   Hoefer Inc., USA 
(Hoefer SE 250 Mighty Small II) 
NanoQuant plateTM   TECAN Austria GmbH, Österreich 
Nitrozellulosemembran BioTrace™ NT Pall, Deutschland 
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PCR-Tubes (0,1 ml)   LTF Labortechnik, Deutschland 
Plattenreader TECAN infinite M200 TECAN Austria GmbH, Österreich 
Reaktionsgefäße (1,5 ml, 2,0 ml)  Sarstedt, Deutschland 
Rotorgene 2000    Corbett Research, Australien 
Sartorius EB35EDE-I  Waage  Sartorius Stedim Biotech GmbH 
Schüttelwasserbad    JULABO Labortechnik, Deutschland 
Sonorex Ultraschallbad   Bandelin electronic, Deutschland 
Thermocycler Tprofessional BASIC Biometra GmbH, Deutschland 
Thermoschüttler    Eppendorf AG, Deutschland 
TissueLyser      Qiagen GmbH, Deutschland 
Varian Cary 50 Bio UV-Visible        Varian Deutschland GmbH, Deutschland 
Spectrophotometer 
Vortex-Schüttler REAX 2000  Heidolph Instruments, Deutschland 
VWR® Digital Heatblock    VWR International GmbH, Deutschland 
Western Trans-Blot System   Bio-Rad, Deutschland 
(Mini Trans-Blot® Cell) 
 
4.5 Verwendete Reagenzien 
1,1,3,3-Tetraethoxypropan (TEP)   Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 
        Deutschland 
2-Thiobarbitursäure      TCI Europe, Belgien 
2,2-Azino-di-[3-Ethylbenzthiazolin Sulfonat]  Merck Millipore, Deutschland 
(ABTS®) 
5-fach Green GoTaq® Flexi Buffer   Promega GmbH, Deutschland 
5-fach Puffer für cDNA-Synthese    Fermentas GmbH, Deutschland 
Ammoniumperoxodisulfat (APS)    Carl Roth GmbH, Deutschland 
Butylhydroxytoluol (BHT)    Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 
        Deutschland 
Bicinchoninsäure Assay Reagent A/    Uptima Interchim, Frankreich 
BC Assay Protein Quantitation Kit          
Chloroform       Carl Roth GmbH, Deutschland 
Contronorm®       Analyticon Biotechnologies AG, 
        Deutschland 
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Desoxyribonukleosidtriphosphat (dNTP)  GeneCraft, Deutschland 
Diethylpyrocarbonat (DEPC)    Carl Roth GmbH, Deutschland 
Detergent       Active Motif, USA 
Dithiothreitol 1 M (DTT)     Active Motif, USA 
ECL Advance Western Blotting    GE Healthcare Europe GmbH, 
Detection Kit       Deutschland 
Ethylendiamintetraacetat (EDTA)    Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 
        Deustchland 
Ethanol 1 % Methylethylketon (MEK) vergällt    Carl Roth GmbH, Deutschland 
Ethanol       Carl Roth GmbH, Deutschland 
Fluitest TG®       Analyticon Biotechnologies AG,
        Deutschland 
GelRed™ Nucleic Acid Gel Stain    Biotium, USA 
GeneRulerTM 100 bp     Fermentas GmbH Deutschland 
Glycin        SERVA Electrophoresis GmbH, 
        Deutschland 
Glycerol       Carl Roth GmbH, Deutschland 
Hypotonic Buffer 10 x     Active Motif, USA 
Isopropanol       Carl Roth GmbH, Deutschland 
Kaliumperoxodisulfat     Merck Millipore, Deutschland 
KAPATM SYBR® FAST QPCR    PEQLAB Biotechnologie 
        GmbH, Deutschland 
konzentrierte Essigsäure     Carl Roth GmbH, Deutschland 
Lysis Buffer AM1      Active Motif, USA 
Magermilchpulver      AppliChem GmbH, Deutschland 
MasterMix for Bio-Rad iCyclerTM     Deutschland 
Methanol HPLC-Grade     Merck Millipore, Deutschland 
Natriumchlorid (NaCl)     Carl Roth GmbH, Deutschland 
Natriumdodecylsulfat (SDS)    Carl Roth GmbH, Deutschland 
Natriumhydroxid (NaOH)     Carl Roth GmbH, Deutschland 
n-Hexan Rotisolv HPLC     Carl Roth GmbH, Deutschland 
N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin (TEMED)  Sigma Aldrich Chemie GmbH, 
        Deutschland 
Nuclear Extract Kit       Active Motif Europe, Belgien 
MATERIAL UND METHODEN  40 
 
Oligo-dT-18 Primer      Eurofins MWG Operon, 
        Deutschland 
ortho Phosphorsäure 85 %     Merck Millipore, Deutschland 
PageRulerTM Prestained Protein    Fermentas GmbH, Deutschland 
Ladder 
peqGOLD Universal Agarose    PEQLAB Biotechnologie 
        GmbH, Deutschland 
Ponceau S        Carl Roth GmbH, Deutschland 
Protease Inhibitor Cocktail     Active Motif, USA 
Protein Quantitation Kit, BC-Assay    Interchim, Frankreich 
Pyrogallol 1 %ig in Lösung      Merck Millipore, Deutschland 
Reagent A + B          
RevertAidTM Reverse Transcriptase   Fermentas GmbH, Deutschland 
Roti-Load®, Proteinauftragpuffer,   Carl Roth GmbH, Deutschland 
reduzierend          
Rotiphorese Gel 40 (Acrylamid)    Carl Roth GmbH, Deutschland 
TRIS         Serva Electrophoresis GmbH, 
        Deutschland 
TRIzol®  Reagent      Invitrogen GmbH, Deutschland 
Trolox®       EMD Chemicals, USA 
Tween® 20 pure      SERVA Eletrophoresis GmbH, 
        Deutschland 
 
4.6 Verwendete Puffer 
50x TAE-Puffer 242 g Tris wurden mit 57,1 ml Essigsäure, 
100 ml EDTA (0,5 M, pH 8,0) versetzt und 
auf 1 Liter mit Reinstwasser aufgefüllt. 
 
1x TAE-Puffer 40 ml 50 x TAE-Puffer wurden mit 1960 ml 
Reinstwasser aufgefüllt. 
 
1x TBST 50 mM TRIS, 150 mM NaCl, 0,2 % Tween 20; 
pH 7,5 
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APS 0,1 g wurden in 900 μl Reinstwasser 
gelöst 
 
DEPC-Wasser 0,1 % DEPC wurde in Reinstwasser gelöst, 
für 24 h im Wasserbad bei 37 °C inkubiert 
und anschließend autoklaviert. 
 
Ethanol + 1 % Pyrogallol In 100 ml Ethanol wurden 1 g Pyrogallol 
gelöst. 
 
gesättigte NaOH NaOH wurde im Überschuss in 
bidestilliertem Wasser gelöst. 
 
Methanol + 0,05 % BHT In 100 ml Methanol wurden 0,05 g BHT 
gelöst. 
 
Ponceau S 0,25 g Ponceau S wurden in 500 μl 
Eisessig und 46,5 ml Reinstwasser 
gelöst. 
 
RIPA Puffer 2,5 ml Tris (1 M, pH 7,4), 6,85 ml NaCl (1 M), 
5 ml Glycerol, 500 µl SDS (SDS 10 %), 5 ml 
Triton x 100, 0,1 ml EDTA (50mM), 12,5 ml 
Deoxycholate (Deoxycholate 2 %) wurden 
mit 21,15 ml sterilem H2O versetzt. 
 
Sammelgelpuffer 0,5 M TRIS; pH 6,8 
SDS (10 %ig) 1 g SDS wurden mit 10 ml 
Reinstwasser gelöst. 
 
SDS-Laufpuffer 25 mM TRIS, 192 mM Glycin, 3,5 mM SDS; 
pH 8,3 
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Transferpuffer 25 mM TRIS, 192 mM Glycin, 20 % Methanol 
 
Trenngelpuffer 1,5 M TRIS; pH 8,8 
 
4.7 Methoden 
4.7.1 RNA-Isolation 
Die Isolation der Gesamt-RNA aus Lebergewebe erfolgte mit TRIzol® Reagenz 
(Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland) nach Protokoll des Herstellers. Im ersten Schritt, 
der Zelllyse, wurden ca. 15 mg Lebergewebe mit 1 ml Trizol® versetzt und bei 17,5 Hz 
für fünf Minuten homogenisiert (Tissue Lyser, Qiagen GmbH, Deutschland). Nach der 
Zugabe von 200 µl Chloroform wurden die Proben zunächst bei Raumtemperatur drei 
Minuten inkubiert und dann 15 min bei 4 °C mit 13.000 U/min zentrifugiert. Für die 
RNA-Präzipitation wurde die obere RNA-haltige Phase abgenommen und mit 500 µl 
Isopropanol versetzt. Nach einer zehnminütigen Inkubation bei Raumtemperatur und 
Zentrifugation für zehn Minuten bei 4 °C mit 13.000 U/min wurde der resultierende 
Überstand restlos abgenommen und entfernt. Das entstandene RNA-haltige Pellet 
wurde mit 1 ml 75 %igem Ethanol gewaschen und 5 min bei 4 °C mit 13.000 U/min 
zentrifugiert. Nach Abnahme und Verwerfen des Überstandes wurden die Pellets für 
ca. 30 min bei Raumtemperatur getrocknet. Anschließend wurde das Pellet mithilfe 
von 50 µl DEPC-Wasser 10 min bei 60 °C mit 900 U/min im Thermoschüttler 
(Eppendorf AG, Deutschland) resuspendiert. Die Lagerung der RNA erfolgte bei -80 
°C. 
 
4.7.1.1 RNA-Konzentrationsbestimmung 
Die Konzentration der RNA und deren Reinheitsgrad wurden mit dem Tecan infinite 
M200-Spektrometer (TECAN Austria GmbH, Österreich) unter Verwendung einer 
NanoQuant plateTM bestimmt. Zunächst wurde die NanoQuant plateTM mit je 2 µl 
DEPC-Wasser pro Messfeld kalibriert. Anschließend wurden 2 µl jeder Probe zur 
Messung der Extinktion bei 260 nm und 280 nm pipettiert. Die Konzentrationen wurden 
unter Verwendung der Software Tecan i-control ermittelt. Darüber hinaus wurde als 
Hinweis auf den Reinheitsgrad der gewonnenen RNA der Quotient aus den 
Absorptionswerten bei 260 nm und 280 nm bestimmt.  
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4.7.2 cDNA-Synthese 
Die cDNA-Synthese erfolgte als selektive reverse Transkription der einzelsträngigen 
mRNA in komplementäre DNA. Je 1,2 µg RNA wurden mit DEPC-H2O auf ein 
Gesamtvolumen von 7,5 µl gebracht. Nach Zugabe des unten dargestellten 
Mastermixes (Tabelle 3) fand die cDNA-Synthese im Thermocycler (Biometra) statt. 
Hierbei handelte es sich zunächst um eine einstündige Inkubation bei 42 °C, dem 
Temperaturoptimum der reversen Transkriptase, mit anschließender Inaktivierung des 
Enzyms bei 70 °C für 10 min. Abschließend wurden die Proben bei 4 °C für 10 min 
gekühlt. Nach erfolgter cDNA-Synthese wurde jede Probe 1:2 (Ferkelversuch 1) bzw. 
1:4 (Ferkelversuch 2) mit DEPC-H2O verdünnt und bei -20 °C gelagert.  
 
Tabelle 3: Zusammensetzung des Mastermixes für die cDNA-Synthese 
 Volumen (µl) pro Reaktionsansatz 
DEPC-H2O 9,95 
5fach Puffer 5 
dNTPs; 10 mM 1,25 
Oligo-dT-18 Primer; 100 µM 1 
Reverse Transkriptase RevertAidTM; 200 U/µl 0,3 
DEPC = Diethylpyrocarbonat; dNTPs = Desoxyribonukleosidtriphosphate 
 
4.7.3 Quantitative real-time PCR 
Mithilfe der Polymerase-Kettenreaktion können DNA-Sequenzen gezielt amplifiziert 
werden. Dies geschieht mithilfe einer thermostabilen DNA-Polymerase und zwei zur 
Sequenz passenden Oligonucleotidprimern. In einem ersten Denaturierungsschritt 
werden die beiden DNA-Stränge der Matrize bei 95 °C getrennt. Anschließend erfolgt 
die Hybridisierung der Oligonucleotidprimer bei 55 °C. Dieser Prozess wird als 
Annealing bezeichnet. In einem dritten Schritt, dem Elongationsschritt, werden die 
Primer verlängert bis erneut eine doppelsträngige DNA vorliegt. Dieser Schritt erfolgt 
enzymatisch durch die thermostabile DNA-Polymerase, welche ihr 
Temperaturoptimum bei 72 °C hat. Die Schritte werden in mehreren Zyklen wiederholt. 
Die Quantifizierung der amplifizierten DNA-Produkte erfolgt mithilfe des 
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interkalierenden Fluoreszenzfarbstoffes. Die Messung der Fluoreszenz erfolgt am 
Ende einer jeden Elongationsphase. Das Fluoreszenzsignal nimmt proportional zur 
amplifizierten DNA zu. Die Detektion erfolgt somit in Echtzeit. Da die Interkalation des 
Farbstoffes unspezifisch erfolgt und zum Beispiel auch Primer-Dimere den Farbstoff 
einlagern können, wird anschließend eine Schmelzkurvenanalyse durchgeführt. 
Hierfür wird die Temperatur langsam und kontinuierlich bis auf ca. 95 °C erhöht, 
sodass sich die synthetisierten DNA-Stränge wieder trennen. Die Trennung erfolgt für 
jedes Amplifikationsprodukt bei einer spezifischen Temperatur. Der Farbstoff wird 
dabei wieder freigesetzt, was als eine Abnahme der Fluoreszenz detektiert wird. Die 
PCR wurde in der Rotorgene 2000 (Corbett Research, Australien) durchgeführt. Zu je 
2 µl cDNA wurde der unten aufgeführte Mastermix (Tabelle 4) hinzu pipettiert. NTCs 
(nontemplate-control) dienten der Kontrolle. Zur Quantifizierung der Genexpression 
wurden Ct-Werte (cycle treshold) ermittelt. Initial wurden 6 Referenzgene gemessen. 
Deren Ct-Werte wurden quantifiziert (2 (Primereffizienz)^(kleinster Ct minus 
probenindividueller Ct)) und zur Ermittlung der drei stabilsten Referenzgene in die 
Software GeNorm übertragen (Tabelle 6). Des Weiteren wurden mithilfe dieser 
Software die Normalisierungsfaktoren gebildet, die für die Berechnung der relativen 
mRNA-Konzentrationen der Zielgene benötigt wurden. Die Eigenschaften aller Gene 
sind in der Tabelle 5 zusammengefasst. 
 
Tabelle 4: Zusammensetzung des Mastermixes für die qPCR 
Ferkelversuch Ferkelversuch 1 Ferkelversuch 2 
 Volumen (µl) pro 
Reaktionsansatz 
Volumen (µl) pro 
Reaktionsansatz 
DEPC-H2O 7,2 2,5 
KAPATMSYBR® FAST 
qPCR Mastermix 
10 5 
Forward Primer (10 µM) 0,4 0,2 
Reverse Primer (10 µM) 0,4 0,2 
DEPC = Diethylpyrocarbonat 
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Tabelle 6: Durchschnittliche Expressionsstabilität der drei stabilsten 
Referenzgene 
Ferkelversuch 1  Ferkelversuch 2 
Gen M-Wert  Gen M-Wert 
ATP5G1 0,368  GAPDH 0,732 
GAPDH 0,354  GPI 0,710 
RPS9 0,325  SDHA 0,715 
ATP5G1 = ATP synthase, H+ transporting, mitochondrial Fo complex, subunit C1 (subunit 9); GAPDH 
= glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase; GPI = glucose-6-phosphate isomerase; RPS9 = 40S 
ribosomal protein S9-like; SDHA = succinate dehydrogenase complex, subunit A 
 
4.7.4 DNA-Gelelektrophorese 
Zur Kontrolle der Produktgröße nach der qPCR wurde eine Gelelektrophorese 
durchgeführt. Mittels 150 ml 1 x TAE-Puffer und 2,25 g Agarose wurde unter 
Verwendung von 4 μl GelRedTM Nucleic Acid Gel Stain (Biotum, Hayward, USA) ein 
1,5 %iges Gel hergestellt. Die qPCR-Produkte wurden stichprobenartig nach der 
Zugabe von 4 µl Green GoTaq® Flexi Buffer in die Taschen des Gels pipettiert. Als 
Laufpuffer fungierte der 1 x TAE-Puffer. Die Gelelektrophorese erfolgte bei 120 V. Die 
Detektion durch UV-Licht fand im GeneFlash (VWR, Darmstadt, Deutschland) statt.  
 
4.7.5 Isolation von Gesamtprotein 
150 mg Lebergewebe wurden mit 450 µl RIPA-Puffer und einer 
Homogenisierungskugel versetzt. Dem RIPA-Puffer wurde zuvor im Verhältnis 1:100 
Protease Inhibitor Cocktail hinzugegeben. Das Homogenisieren erfolgte im Tissue 
Lyser für 4 min bei 30 Hz. Nach 60-minütiger Inkubation auf Eis bei 4 °C wurden die 
Proben 15 min bei 4 °C mit 13.000 U/min zentrifugiert. Der Überstand (Gesamtprotein) 
wurde abgenommen und bis zu den weiteren Analysen bei -80 °C gelagert. 
 
4.7.6 Nuklearextraktion 
Das Nuklearextrakt wurde mithilfe des Nuclear Extract Kit von Active Motif gewonnen. 
150 mg Lebergewebe wurden mit 1 x Hypotonic Buffer (3 ml/g Gewebe), 3 µl/g 
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Dithiothreitol (DTT) und 3 µl/g Detergent versetzt. Nach Zugabe einer 
Homogenisierungskugel wurden die Proben im Tissue Lyser bei 25 Hz für 5 min 
homogenisiert. Die Proben wurden 15 min auf Eis inkubiert und anschließend 10 min 
bei 4 °C mit 3000 U/min zentrifugiert.  Danach konnte der Überstand in ein neues, 
gekühltes Eppendorf-Tube überführt werden. Es handelte sich hierbei um einen Teil 
der zytoplasmatischen Fraktion. Um den Rest der zytoplasmatischen Fraktion zu 
gewinnen, wurde das Pellet in 500 µl 1 x Hypotonic Buffer resuspendiert. Es folgte eine 
15-minütige Inkubation auf Eis. Nach Zugabe von 25 µl Detergent und vortexen, 
wurden die Proben 30 sec bei 4 °C mit 12.000 U/min zentrifugiert. Der Überstand 
wurde wieder abgenommen. Zur Gewinnung der nukleären Fraktion wurde das Pellet 
in 50 µl Complete Lysis Buffer resuspendiert, auf höchster Stufe gevortext und 30 min 
auf Eis auf dem Schüttler mit 150 U/min inkubiert. Bevor die Proben 10 min bei 4 °C 
mit 12.000 U/min zentrifugiert wurden, wurden sie 30 sec lang bei höchster Stufe 
gevortext. Der Überstand wurde in ein neues, gekühltes Eppendorf-Tube überführt. 
Die Lagerung der Extrakte erfolgte bei -80 °C. 
 
4.7.7 Proteinkonzentrationsbestimmung 
Zur Bestimmung der Proteinkonzentrationen wurde der Bicinchoninsäure-Assay 
(BCA) durchgeführt. Es wurde der BC Assay Protein Quantitation Kit von Uptima 
verwendet. Das Prinzip des Assays beruht auf der Biuretreaktion. In alkalischer 
Lösung sind Proteine in der Lage zweiwertige Kupferionen zu einwertigen Kupferionen 
zu reduzieren. Diese bilden mit Bicinchoninsäure einen Farbkomplex, der sein 
Absorptionsmaximum bei 562 nm hat. Die Extinktion bei 562 nm verhält sich 
proportional zur vorhandenen Proteinmenge. Im Vergleich zu der Eichkurve der 
bovinen Serumalbumin (BSA) Standardreihe kann die Menge an vorhandenem Protein 
in der Probe quantifiziert werden. Die Konzentrationen der BSA-Standardreihe 
betrugen 0, 25, 50, 100, 250, 500, 750 und 1000 µg/ml. Die Proben wurden für die 
Messung mit bidestilliertem Wasser verdünnt. Je 25 µl Standard, beziehungsweise 
verdünnter Probe, wurden in Dreifachbestimmung in die Kavitäten einer 96-Well-Platte 
pipettiert und mit 200 µl BCA-Reagenz versetzt. Das Reagenz wurde zuvor aus 
Reagenz A (enthält Bicinchoninsäure) und B (enthält Kupfersulfat) im 
Mischungsverhältnis 50:1 hergestellt. Anschließend erfolgte eine Inkubation bei 37 °C 
für 30 min. Für die Messung wurde der Plattenreader TECAN infinite M200 verwendet. 
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4.7.8 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese 
Die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) wurde in einem 
diskontinuierlichen System durchgeführt. Proteingemische werden hierbei innerhalb 
eines elektrischen Feldes in einem Polyacrylamidgel aufgetrennt. Tabelle 7 zeigt die 
Zusammensetzung der verwendeten Gele. Die denaturierten Proteine bilden mit dem 
Natriumdodecylsulfat (= Sodium-Dodecyl-Sulfate = SDS) einen Komplex mit konstant 
negativer Ladung, sodass die Auftrennung der Proteine unabhängig von dieser ist. Die 
negative Ladung des Komplexes proportional zur Proteinmasse ist. Dies hat zur Folge, 
dass kleinere Proteine eine höhere elektrophoretische Mobilität aufweisen als größere. 
Die Proteine werden somit anhand ihres Molekulargewichtes separiert. Je Probe 
wurden 30 µg Protein eingesetzt und mit dem Puffer, in dem die Probe homogenisiert 
wurde, auf ein Gesamtvolumen von 15 µl gebracht. Nach Zugabe von 5 µl 4x Roti®-
Load wurden die Proben für 5 min bei 95 °C im ThermoShaker denaturiert und 
anschließend in die Taschen der Gele appliziert. In Abhängigkeit des Zielproteins 
wurden Trenngele mit Acrylamidkonzentrationen von 7,5 % (Phospho-PERK) oder 
12,5 % (GPX1, NQO1, NF-κB p50, PERK total) verwendet. Als Marker zur 
Größendetektion diente eine kommerzielle Proteinleiter (PageRuler™ Prestained 
Protein Ladder). Die elektrophoretische Auftrennung erfolgte in einem vertikalen Mini-
Elektrophoresesystem (Hoefer) in SDS-Laufpuffer bei 200 V und 20 mA im Sammelgel 
und anschließend bei 300 V und 36 mA im Trenngel. 
 
Tabelle 7: Zusammensetzung der Gele für die SDS-PAGE 
Volumen (µl) Sammelgel 1,2 % Trenngel 7,5 % Trenngel 12,5 % 
Acrylamid 150 938 1562 
Sammelgelpuffer 375 - - 
Trenngelpuffer - 1250 1250 
Bidest-H2O 950 2762 2138 
SDS (10%) 15 50 50 
APS 15 50 50 
TEMED 2 2 2 
Die Volumina beziehen sich jeweils auf die Zusammensetzung eines Gels. SDS-PAGE = Sodium 
Dodecyl Sulfate-Poly-Acrylamid Gel Electrophoresis; SDS = Sodium-Dodecyl-Sulfate 
(Natriumdodecylsulfat); APS = Ammoniumperoxodisulfat; TEMED = N,N,N',N'-
Tetramethylethylendiamin 
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4.7.9 Western Blot 
Nach der SDS-PAGE erfolgte die Identifizierung der Zielproteine im Western Blot. 
Hierfür wurde das Tank Blot System (BIO Rad Mini Trans-Blot® Cell), bestehend aus 
Fiberpads, Blotpapier, dem Gel und der Nitrocellulosemembran (Bio TraceTM NT), 
nach Herstellerangaben verwendet. Der Transfer der Proteine fand für 1,5 h bei 100 V 
und 300 mA in Transferpuffer statt. Die erfolgreiche Übertragung wurde mittels 
Ponceau S Färbung kontrolliert. Anschließend wurden freie Bindungsstellen auf den 
Membranen durch eine einstündige Inkubation in TBST (tris buffered saline tween) mit 
5 % Milchpulver blockiert. Die Inkubation mit dem primären Antikörper erfolgte bei 4 
°C über Nacht. Am nächsten Tag wurde der sekundäre Antikörper für 1,5 h bei 
Raumtemperatur auf der Membran auf dem Wippschüttler inkubiert. Zwischen und 
nach den Inkubationen wurden die Membranen jeweils drei Mal für 10 min gründlich 
mit TBST gewaschen. Die Entwicklung der Membranen fand mithilfe des ECL-Kits 
(ECL Advance Western Blotting Detection Kit) statt. Für die Visualisierung der 
Proteinbanden auf den Membranen wurde die G:Box (Lumineszenzimager, 
SYNGENE) und das Programm Gene Snap (SYNGENE) verwendet. Ausgewertet 
wurde mit dem Programm Gene Tools (SYNGENE). Jede Membran wurde mit einem 
Referenzprotein inkubiert. Im Fall von PERK total und Phospho-PERK wurde α-
Tubulin, für die Membranen mit GPX1, NQO1 und NF-κB p50 wurde ACTB als 
Referenzprotein genutzt. Im Fall von PERK und phospho-PERK wurde aus den 
erhobenen Proteinkonzentrationen eine ratio gebildet, um den Anteil des aktiven 
Proteins zu ermitteln. Die Eigenschaften aller verwendeten Antikörper sind in Tabelle 
8 zusammengefasst. 
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Tabelle 8: Eigenschaften der verwendeten Antikörper für den Western Blot 
Protein MW (kDa) primärer AK sekundärer AK 
Referenzproteine 
ACTB ca. 42 mouse monoclonal anti 
β-Actin (ab6276) 
V: 1:5000 
anti-mouse IgG-HRP 
(ab6728) 
V: 1:10.000 
α-Tubulin ca. 52 rabbit polyclonal anti α-
Tubulin (11H10) 
V: 1:1000 
anti-rabbit IgG-HRP  
(sc-2004) 
V: 1:10.000 
Nrf2-Zielproteine 
GPX1 ca. 22 rabbit polyclonal anti 
GPX1 (ab22604) 
V: 1:10.000 
anti-rabbit IgG-HRP  
(sc-2004) 
V: 1:10.000 
NQO1 ca. 31 goat polyclonal anti 
NQO1 (C-19)  
(sc-16464) 
V: 1:1000 
anti-goat IgG-HRP 
(sc2020) 
V: 1:10.000 
NF-κB-Zielprotein 
NF-κB p50 ca. 50 rabbit polyclonal anti 
NF-κB p50 (H-119) 
(sc-7178) 
V: 1:200 
anti-rabbit IgG-HRP  
(sc-2004) 
V: 1:10.000 
Zielproteine ER-Stress 
PERK total ca. 125 goat polyclonal anti 
PERK (T-19) (sc-9477) 
V: 1:1000 
anti-goat IgG-HRP 
(sc2020) 
V: 1:10.000 
phospho-PERK ca. 170 rabbit polyclonal anti 
phospho-PERK 
(Thr980) (16F8) 
V: 1:1000 
anti-rabbit IgG-HRP (sc-
2004) 
V: 1:10.000 
ab = Abcam, Cambridge, England; ACTB = β-actin; GPX1 = gluthatione peroxidase 1; NF-κB p50 = 
nuclear factor kappa light chain enhancer in B cells p50; NQO1 = NAD(P)H dehydrogenase, quinone 1; 
PERK = protein kinase R-like endoplasmic reticulum kinase; sc = Santa Cruz Biotechnology, Inc. 
Deutschland; V = Verdünnung 
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4.7.10 Bestimmung von Retinol und Tocopherolen 
Retinol- und Tocopherolgehalte in Plasma und Leber wurden mittels 
Hochleistungsflüssigkeitschromatographie (RP-HPLC) bestimmt. Zunächst wurde das 
Probenmaterial in einem Ethanol/Pyrogallol-Gemisch (EOH/Pyro) und NaOH für 30 
min bei 70 °C im Thermoblock verseift. Das Abkühlen der Proben fand im Dunklen 
statt. Anschließend erfolgte die Extraktion der Vitamine durch die Zugabe von Hexan 
und bidestilliertem Wasser. Nach fünfminütiger Zentrifugation bei 10 °C mit 3500 U/min 
wurde die Hexanphase in ein neues Reagenzgefäß überführt und unter 
Stickstoffatmosphäre bei -20 °C bis zur weiteren Analyse aufbewahrt. Die jeweiligen 
Volumina der Reagenzien bei diesen Arbeitsschritten für die Aufarbeitung der Plasma- 
und Leberproben sind in Tabelle 9 dargestellt. Für die HPLC-Analyse wurde der 
adäquate Teil aus der oberen Hexanphase abgenommen und mittels Stickstoff 
abgedampft. Vor der Injektion in die HPLC wurden die Proben in der entsprechenden 
Menge Methanol/BHT in einem Microvial aufgenommen. 
 
Tabelle 9: Volumina der Reagenzien für die HPLC zur Bestimmung der Retinol- 
und Tocopherolgehalte in Plasma und Leber 
 Plasma Leber 
Einwaage (ml bzw. g) 0,2 0,1 
Zugabe EOH/Pyro (ml) 1 2 
Zugabe NaOH (µl) 150 300 
Zugabe Hexan (ml) 2 2 
Zugabe H2Obidest (ml) 2 2 
Abnahme Hexan (ml) 0,5 0,5 
Aufnahme MeOH/BHT (ml) 0,25 0,35 
Verdünnung (abhängig von 
Vit. E-Gehalt) 
1,0 1,4 
EOH/Pyro = Ethanol/Pyrogallol-Gemisch; MeOH/BHT = Methanol/Butylhydroxytoluol; NaOH = 
Natriumhydroxid 
Die HPLC-Analyse erfolgte mit einem LaChrom Elite®HPLC-System mit Fluorescence-
Detektion. Ausnahme bildete die Retinolmessung in der Leber. Aufgrund hoher 
Konzentrationen wurde hier für die Auswertung eine UV-Detektion verwendet. Die 
HPLC-Bedingungen sind der Tabelle 10 zu entnehmen. Als Fließmittel wurde 
Methanol genutzt. Die Fließgeschwindigkeit wurde mit 1,3 ml/min vorgegeben. 
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Verwendet wurde ein Injektionsvolumen von 50 µl unter einem Druck von 53 bar und 
einer Temperatur des Säulenofens von 40 °C. Die Analysezeit betrug 7,5 min. Für die 
Kalibration wurden Eichkurven mit bekannten Konzentrationen der Standards in 
verschiedenen Verdünnungsstufen angefertigt. Die Konzentrationen lagen hierbei 
beim Retinol im Bereich von 0,03 – 0,6 µg/ml (Plasma) bzw. 0,03 – 7,5 µg/ml (Leber). 
Beim γ-Tocopherol lag der Bereich zwischen 0,004 – 0,09 µg/ml und beim α-
Tocopherol zwischen 0,06 – 1,3 µg/ml. Anhand der Retentionszeiten konnten die 
Chromatogramme den entsprechenden Vitaminen zugeordnet werden. So wies 
Retinol eine Retentionszeit von 2,2 min auf. Bei γ-Tocopherol hingegen betrug diese 
4,4 min; bei α-Tocopherol 5 min. Abbildung 9 zeigt beispielhafte Chromatogramme. 
 
Tabelle 10: HPLC-Bedingungen zur Bestimmung der Retinol- und 
Tocopherolgehalte in Plasma und Leber 
Pumpe L-7100 (LaChrom) 
Säulenofen L-7360 (LaChrom) 
Autosampler L-7200 (LaChrom) 
Detektor (Tocopherol, Retinol 
Plasma) 
Fluorescence Detector L-7485 (LaChrom) 
Einstellungen Flourescence-
Detektor 
0 – 3,3 min: Vitamin A = EM 475 nm; EX 325 nm 
3,3 – 7,3 min: Vitamin E = EM 325 nm; EX 295 nm 
Detektor (Retinol Leber) UV-Detector L7400 (LaChrom) 
Einstellungen UV-Detektor 0 – 3,5 min: Vitamin A = EM 325 nm 
3,6 – 7,4 min: Vitamin E = EM 295 nm 
Säule Phenomenex Luna 5u C18(2); 150*4,6mm (S/No 
681886-19) 
Vorsäule Phenomenex 
EM = Emissionswellenlänge; EX = Anregungswellenlänge (excitation wavelengh) 
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Abbildung 9: Beispielhafte HPLC-Chromatogramme der Vitamin A und E Bestimmungen  
a) Standard; b) Plasmaprobe, Gruppe Traubentrester; c) Leberprobe, Gruppe Hopfen  
Vitamin A: Peak bei einer Retentionszeit von ca. 2,3 min; Vitamin E: Peak des alpha- Tocopherols bei 
einer Retentionszeit von ca. 5 min und des gamma-Tocopherols bei ca. 4,5 min; delta-Tocopherol ist 
aufgrund der sehr geringen Konzentrationen zu vernachlässigen. 
Ausgewertet wurde mithilfe der Eichkurve und der Software EZChrom Elite Version 
3.3.1. Die Quantifizierung der Konzentrationen erfolgte anhand linearer Regression 
über die Peakflächen unter Einbeziehung des Volumens und der Verdünnung. Das 
Gesamtvitamin E wurde als Addition aus dem α-und γ-Tocopherol berechnet. Zuvor 
wurde die γ-Tocopherolkonzentration mit dem Umrechnungsfaktor 0,25 multipliziert. 
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δ-Tocopherol wurde nicht berücksichtigt, da die Peakflächen teilweise so klein waren, 
dass eine Konzentrationsbestimmung nicht möglich war.  
 
4.7.11 Bestimmung von Triglyceriden 
Die Triglyceride wurden mit dem Fluitest TG® (Analyticon® Biotechnologies AG, 
Lichtenfels, Deutschland) in Plasma und Leber bestimmt. Bei der Methode des 
enzymatischen Farbtests werden Triglyceride mittels mikrosomaler Lipoproteinlipase 
zu Glycerin und freien Fettsäuren hydrolysiert. Bei der anschließenden Oxidation von 
Glycerin entsteht Wasserstoffperoxid. Wasserstoffperoxid bildet durch eine von 
Peroxidase katalysierte Endpunktreaktion nach Trinder einen roten Farbstoff, welcher 
sich proportional zur Triglyceridkonzentration verhält. Im ersten Schritt wurden die 
Lipide aus dem Lebergewebe extrahiert. Dafür wurden 50 mg Lebergewebe mit 500 µl 
Hexan:Isopropanol (3:2, v/v) im Tissue Lyser für sechs Minuten bei 20 Hz 
homogenisiert. Hexan/Isopropanol dient als organisches Lösungsmittel, das die Lipide 
von polareren Verbindungen wie z.B. Proteinen oder Kohlenhydraten abtrennt. Nach 
30-minütiger Inkubation im Ultraschallbad wurden die Proben 10 min bei 15 °C mit 
4500 U/min zentrifugiert. Der Überstand, das Lipidextrakt, wurde abgenommen und 
dann im Thermoblock auf eine Temperatur von 25 °C gebracht. Nach dem Abdampfen 
mit Stickstoff bei 37 °C, wurden die Proben in Isopropanol aufgenommen. Die 
Plasmaproben wurden ebenfalls im Thermoblock auf 25 °C gebracht und nach 
kräftigem vortexen nochmals eine halbe Stunde inkubiert. Nach Zusatz des 
Testreagens wurden die Triglyceride bestimmt. Die Messung erfolgte photometrisch 
bei 500 nm. Hierfür wurde das Varian Cary 50 Bio UV-Visible Spectrophotometer 
(Ferkelversuch 1) bzw. der Plattenreader TECAN infinite M200 (Ferkelversuch 2) 
verwendet. Zur Qualitätsverifizierung und Quantifizierung wurden Standards, 
Blindwerte und bei den Plasmaproben das Kontrollserum Contronorm® bei allen 
Messungen mitgeführt. 
 
4.7.12 Bestimmung des antioxidativen Status 
4.7.12.1 Herstellung des Leberhomogenats 
Für die Homogenatherstellung wurden 50 mg Lebergewebe mit 500 µl 1 x TBA-Puffer 
versetzt und anschließend bei 20 Hz für 6 min im Tissue Lyser (Qiagen GmbH, 
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Deutschland) homogenisiert. Nach Begasung mit Stickstoff wurden die Homogenate 
10 min bei 2 °C mit 2300 U/min zentrifugiert. Der Überstand wurde abgenommen und 
vor dem Einfrieren bei -80 °C nochmals mit Stickstoff begast. Die Homogenate wurden 
maximal zwei Tage für die Messungen aufbewahrt. 
 
4.7.12.2 Trolox Equivalent Antioxidative Capacity 
Die TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity) wurde im Plasma und im 
Leberhomogenat nach der Methode von Re et al. (1999) ermittelt. Das Prinzip beruht 
auf der photometrischen Messung der Absorptionsänderung des Radikalkations 
ABTS•+ (2,2´-Azino-di- [3-Ethylbenzthiazolin Sulfonat]) bei 734 nm. Die Entfärbung des 
blaugrünen ABTS•+ basiert auf einer Reduktion des Radikalkations durch die in der 
Probe enthaltenden Antioxidantien. Dies geschieht proportional zu ihrer Konzentration. 
Bezogen wird die Messung auf die antioxidative Aktivität einer 1 mM Lösung der 
Referenzsubstanz Trolox® (6-Hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carbonsäure), 
ein wasserlösliches Vitamin E-Derivat. Zunächst wurde das Radikalkation ABTS•+ 
hergestellt. Hierfür wurde eine 14 mM ABTS®-Stammlösung mit einer 4,9 mM 
Kaliumperoxidisulfatlösung für 24 h inkubiert. Diese wurde dann 1:90 mit H2Obidest 
verdünnt, um bei 734 nm eine Absorption von 0,7 ± 0,02 zu erreichen. Als Standard 
wurde eine 1 mM Trolox-Stammlösung eingesetzt, aus der für die Eichkurve sechs 
Standards mit den Konzentrationen 750, 500, 250, 100, 50 und 0 µM durch verdünnen 
mit einem H2Obidest/Ethanol-Gemisch (75:25/v:v) hergestellt wurden. Die 
Plasmaproben und die Leberhomogenate wurden jeweils 1:10 mit H2Obidest verdünnt. 
Anschließend wurden jeweils 10 µl der Standards und 10 µl der verdünnten Proben in 
eine 96-Well-Platte pipettiert. Zur Qualitätskontrolle erfolgte eine Doppelbestimmung 
der Standards und eine Dreifachbestimmung der Proben. Durch die Zugabe von 300 
µl ABTS®-Radikallösung wurde die Reaktion gestartet. Danach erfolgte eine 
sechsminütige Inkubation bei Raumtemperatur. Für die Absorptionsmessung wurde 
der Plattenreader TECAN infinite M200 verwendet. Die Berechnung der antioxidativen 
Kapazität erfolgte mit Trolox als Referenz (Betancor-Fernandez et al. 2002).  
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4.7.12.3 Thiobarbitursäure-reaktive Substanzen 
Die Messung der Thiobarbitursäure-reaktiven Substanzen (TBARS) wurde nach der 
Methode von (Sidwell et al. 1954) durchgeführt. Bei Thiobarbitursäure-reaktiven 
Substanzen handelt es sich um Carbonylverbindungen wie Aldehyde und Ketone, die 
bei der Lipidperoxidation entstehen. Wichtigster Vertreter ist hierbei das 
Malondialdehyd als Abbauprodukt der Oxidation von mehrfach ungesättigten 
Fettsäuren. Im sauren Milieu bildet Thiobarbitursäure mit diesen Verbindungen einen 
Farbkomplex. Als Standard wurde 1,1,3,3-Tetraethoxypropan (TEP) verwendet. Die 
Messung erfolgte in Plasma und Leber. Für die Eichkurve wurden sechs TEP-
Standards mit den Konzentrationen 0,60, 1,20, 2,41, 4,81, 7,22 und 12,03 µM durch 
verdünnen mit einem H2Obidest/Ethanol-Gemisch (58:42/v:v) hergestellt. In ein 
Reagenzröhrchen wurden 50 µl Standard, 200 µl Plasma, 50 µl Leberhomogenat oder 
50 µl des H2Obidest/Ethanol-Gemisches (Blindwert) pipettiert und mit 750 µl 0,44 M 
ortho-Phosphorsäure und 250 µl 0,6 %iger Thiobarbitursäure (TBA) versetzt. Dieser 
Reagenzansatz wurde dann mithilfe von H2Obidest auf ein Gesamtvolumen von 1,5 ml 
gebracht. Nach Verschluss der Reagenzröhrchen erfolgte eine 60-minütige Inkubation 
im Thermoblock bei 100 °C. Anschließend wurden die Ansätze sofort in Eis abgekühlt 
und dann mit 1,5 ml methanolischer Natronlauge versetzt. Mittels Kühlzentrifuge 
(Heraeus Variofuge K) wurden die Proben 10 min bei 10 °C mit 4000 U/min 
zentrifugiert. 2 ml des Überstandes wurden in eine Fluoreszenzküvette überführt und 
im Fluorescence Spectrometer (Perkin Elmer LS 55) bei einer Extinktionswellenlänge 
von 532 nm und einer Emissionswellenlänge von 553 nm gemessen. Die Messung der 
Standards und des Blindwertes erfolgte in Doppelbestimmung. Die Proben wurden in 
Dreifachbestimmung gemessen. Die Konzentrationen wurden anhand der TEP-
Standardkurve berechnet. 
 
MATERIAL UND METHODEN  61 
 
4.8 Statistische Auswertung 
Die Auswertungen der beiden Ferkelversuche unterschieden sich aufgrund der 
unterschiedlichen Versuchsmodelle.  
 
4.8.1 Statistische Auswertung der Daten aus dem Ferkelversuch 1 
Für die statistische Auswertung des ersten Ferkelversuchs wurde das Programm 
MiniTab verwendet (Version 13, Minitab Inc., State College, PA, USA). Die erhobenen 
Daten wurden zunächst mithilfe des Anderson-Darling-Tests auf Normalverteilung 
getestet. Ausreißer wurden durch Cook-Distanzen identifiziert und eliminiert. Als 
Grenzwert wurde eine Cook-Distanz größer 4/n definiert. Bei Vorliegen einer 
Normalverteilung wurden die Daten einer einfaktoriellen Varianzanalyse (ANOVA) 
unterzogen. Als multipler Mittelwertvergleich diente der Fisher-Test. Nicht 
normalverteilte Daten wurden mithilfe des Kruskal-Wallis-Tests analysiert. 
Anschließend wurde bei den nicht normalverteilten Daten der Mann-Whitney-Test als 
multipler Mittelwertvergleich eingesetzt. Als Signifikanzgrenze wurde eine 
Irrtumwahrscheinlichkeit von 5 % festgesetzt (P < 0,05). Dargestellt sind die 
Ergebnisse als Mittelwerte (MW) ± Standardabweichungen (SD). 
 
4.8.2 Statistische Auswertung der Daten aus dem Ferkelversuch 2 
Auch die Datensätze des zweiten Ferkelversuchs wurden mithilfe des 
Statistikprogramms MiniTab auf Normalverteilung (Anderson-Darling-Test) getestet 
und von Ausreißern über Cook-Distanzen bereinigt. Der Grenzwert lag bei einer Cook-
Distanz größer 4/n. Für die anschließende Statistik wurde die freie Software R (Version 
3.1.1 „Sock it to me“, R Development Core Team, The R Foundation, Wien, Österreich) 
verwendet. Die Analyse erfolgte mittels zweifaktorieller Varianzanalyse (ANOVA; 
Faktoren: Behandlung, Zeit, Behandlung x Zeit) und dem multiplen Mittelwertvergleich 
nach Hochberg. Als Signifikanzgrenze wurde eine Irrtumwahrscheinlichkeit von 5 % 
festgesetzt (P < 0,05). Dargestellt sind die Ergebnisse als Mittelwerte (MW) ± 
Standardabweichungen (SD). 
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5 Ergebnisse 
5.1 Ergebnisse aus Ferkelversuch 1 
5.1.1 Einfluss von polyphenolhaltigen Futterkomponenten auf 
Leistungsparameter von Ferkeln 
Durch das Rückwiegen von Futter und tägliches Wiegen der Ferkel konnte überprüft 
werden, ob polyphenolhaltige Futterkomponenten die Leistungsdaten der abgesetzten 
Ferkel beeinflussen (Tabelle 11). Die Daten wurden bereits in einer Originalpublikation 
veröffentlicht (Fiesel et al. 2014). Beim Anfangsgewicht, Endgewicht, der täglichen 
Futteraufnahme und der täglichen Gewichtszunahme zeigten sich keine 
Gruppenunterschiede. Das Verhältnis von der Gewichtszunahme in Gramm pro 
Kilogramm Futterverbrauch (gain:feed ratio) war bei den Tieren, die Hopfen als 
Polyphenolquelle erhielten, im Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant verbessert 
(P < 0,05). In der Tendenz (P < 0,10) beeinflusste auch Traubentrester die 
Futterverwertung im Vergleich zur Kontrollgruppe positiv. 
 
Tabelle 11: Einfluss von polyphenolhaltigen Futterkomponenten auf 
Leistungsparameter beim Ferkel 
 Kontrolle Traubentrester Hopfen 
Anfangsgewicht (kg)1 9,8 ± 0,5 10,0 ± 0,5 9,9 ± 0,6 
Endgewicht (kg)1 23,7 ± 2,6 24,1 ± 2,1 23,4 ± 2,0 
tgl. Futteraufnahme (g)2 828 ± 115 789 ± 85 762 ± 53 
tgl. Gewichtszunahme (g)1 497 ± 63 509 ± 74 497 ± 77 
gain:feed ratio (g/kg)2 579 ± 68 620 ± 53# 638 ± 83* 
Dargestellt sind die Mittelwerte ± Standardabweichungen als Vielfaches der Kontrollgruppe; 
1n = 16/Gruppe; 2n = 8/Gruppe; * P < 0,05; # P < 0,10. tgl. = tägliche. 
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5.1.2 Einfluss von polyphenolhaltigen Futterkomponenten auf Signalwege der 
Stressantwort in der Leber beim Ferkel 
Der Einfluss von polyphenolhaltigen Futterkomponenten auf Signalwege der 
Stressantwort in der Leber wurde auf Genexpressions- und Proteinebene untersucht. 
Ausgewählte Ergebnisse dieser Analysen wurden bereits publiziert (Gessner et al. 
2016). 
 
5.1.2.1 Einfluss von polyphenolhaltigen Futterkomponenten auf den Nrf2-Signalweg in 
der Leber beim Ferkel 
Um den Einfluss polyphenolhaltiger Futterkomponenten auf den Signalweg des Nrf2 
zu überprüfen, wurden auf Genexpressionsebene die relativen mRNA-
Konzentrationen von acht Nrf2 Zielgenen im Lebergewebe bestimmt. Ausgewählte 
Gene waren die Glutathionperoxidase (GPX1), die Glutathion-S-Transferase alpha 1 
(GSTA1), die mikrosomale Glutathion-S-Transferase (MGST1), die Hämoxygenase 
(HMOX1), die NADPH-Dehydrogenase (NQO1), das Peroxiredoxin (PRDX6), die 
Superoxiddismutase (SOD) und die Thioredoxinreduktase (TXNR1). Die 
Genexpression der Nrf2-Zielgene wurde durch den Zusatz der polyphenolhaltigen 
Futterkomponenten im Vergleich zur Kontrollgruppe kaum beeinflusst. Lediglich bei 
der HMOX1 wurde die relative mRNA-Konzentration durch den Einsatz von Hopfen im 
Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant erhöht (P < 0,05). Bei einem Gen, der SOD, 
trat ein tendenzieller Unterschied zwischen der Traubentrester- und der Kontrollgruppe 
auf. Die relative mRNA-Konzentration in der Traubentrestergruppe war bei diesem 
Gen im Vergleich zur Kontrollgruppe tendenziell erniedrigt (P < 0,10). Die relativen 
mRNA-Konzentrationen der einzelnen Nrf2-Zielgene sind in Tabelle 12 aufgeführt.  
Des Weiteren wurden die Expressionen von Genen bestimmt, die für Enzyme der 
Phase I und II des xenobiotischen Leberstoffwechsels kodieren und die durch den Nrf2 
reguliert werden. Dies waren Cytochrom P450 Enzyme (CYP1A2, CYP2E1 und 
CYP3A29) (Phase I), eine Sulfotransferase (SULT1A1) und UDP-
Glucuronosyltransferasen (UGT1A1 und UGT1A2) (Phase II). Wie der Tabelle 13 zu 
entnehmen ist, trat nur bei einem Gen, CYP1A2, eine signifikante Erhöhung der 
relativen mRNA-Konzentration der Hopfengruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe auf 
(P < 0,05). 
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Tabelle 12: Einfluss von polyphenolhaltigen Futterkomponenten auf die 
relativen mRNA-Konzentrationen von ausgewählten Nrf2-Zielgenen in der Leber 
 Kontrolle Traubentrester Hopfen 
GPX1 1,00 ± 0,22 0,93 ± 0,16 1,07 ± 0,22 
GSTA1 1,00 ± 0,28 0,85 ± 0,19 0,98 ± 0,21 
MGST1 1,00 ± 0,21 0,91 ± 0,21 1,02 ± 0,23 
HMOX1 1,00 ± 0,32 0,95 ± 0,20 1,26 ± 0,33* 
NQO1 1,00 ± 0,32 0,93 ± 0,35 0,91 ± 0,32 
PRDX6 1,00 ± 0,29 0,91 ± 0,29 1,05 ± 0,33 
SOD 1,00 ± 0,18 0,85 ± 0,21# 0,98 ± 0,20 
TXNRD1 1,00 ± 0,18 1,01 ± 0,28 1,07 ± 0,21 
Dargestellt sind die Mittelwerte ± Standardabweichungen als Vielfaches der Kontrollgruppe; 
n = 16/Gruppe; * P < 0,05; # P < 0,10. GPX1 = glutathione peroxidase 1; GSTA1 = glutathione S-
transferase alpha 1; MGST1 = microsomal glutathione S-transferase 1; HMOX1 = heme oxygenase 
(decycling) 1; NQO1 = NAD(P)H dehydrogenase, quinone 1; PRDX6 = peroxiredoxin 6; SOD = 
superoxide dismutase 1, soluble; TXNRD1 = thioredoxin reductase 1. 
 
Tabelle 11: Einfluss von polyphenolhaltigen Futterkomponenten auf die 
relativen mRNA-Konzentrationen von ausgewählten Zielgenen des 
Fremdstoffmetabolismus in der Leber 
 Kontrolle Traubentrester Hopfen 
CYP1A2 1,00 ± 0,26 0,96 ± 0,27 1,33 ± 0,43* 
CYP2E1 1,00 ± 0,26 0,93 ± 0,22 1,17 ± 0,27 
CYP3A29 1,00 ± 0,33 0,89 ± 0,32 1,08 ± 0,36 
SULT1A1 1,00 ± 0,33 0,96 ± 0,32 1,07 ± 0,37 
UGT1A1 1,00 ± 0,36 0,92 ± 0,26 1,24 ± 0,41 
UGT1A2 1,00 ± 0,30 1,00 ± 0,26 0,98 ± 0,26 
Dargestellt sind die Mittelwerte ± Standardabweichungen als Vielfaches der Kontrollgruppe; 
n = 16/Gruppe; * P < 0,05. CYP1A2 = cytochrome P450 family 1 subfamily A member 2; CYP2E1 = 
cytochrome P450 family 2 subfamily E member 1; CYP3A29 = cytochrome P450 family 3 subfamily A 
member 29; SULT1A1 = sulfotransferase family, cytosolic, 1A, phenol-preferring, member 1; UGT1A1 
= UDP-glucuronosyltransferase 1-1-like; UGT1A2 = UDP-glucuronosyltransferase 1-6-like. 
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Die Ergebnisse der Genexpressionsanalysen wurden auf Proteinebene validiert. 
Hierfür wurde die relative Proteinkonzentration von NQO1 im Western Blot bestimmt. 
Zwischen den Gruppen wurde kein Unterschied der NQO1-Proteinkonzentration 
festgestellt. 
 
Abbildung 10: Einfluss von polyphenolhaltigen Futterkomponenten auf die relative 
Proteinkonzentration der NQO1 im Gesamtprotein der Leber  
a) Dargestellt sind die Mittelwerte ± Standardabweichungen als Vielfaches der Kontrollgruppe; 
n = 8/Gruppe; die Normalisierung erfolgte mithilfe des Referenzproteins ACTB; b) repräsentativer Blot 
der NQO1 und des ACTB. ACTB = β-Actin; NQO1 = NAD(P)H dehydrogenase, quinone 1. 
 
Weiterhin wurden die Retinolgehalte in Plasma und Leber als ein Indikator der 
Leberfunktion bestimmt. Polyphenolreiche Futterkomponenten beeinflussten diese 
nicht. So wurden im Plasma Konzentrationen von 1,08 ± 0,14 (Kontrolle), 1,01 ± 0,17 
(Traubentrester) und 1,05 ± 0,14 (Hopfen) µmol/l Retinol ermittelt. In der Leber beliefen 
sich die Retinolgehalte auf 215 ± 40 (Kontrolle), 202 ± 42 (Traubentrester) und 211 ± 
36 (Hopfen) nmol/g.
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5.1.2.2 Einfluss von polyphenolhaltigen Futterkomponenten auf den NF-κB-Signalweg 
in der Leber beim Ferkel 
Gemessene NF-κB-Zielgene waren vier proinflammatorische Zytokine (TNF, IL1β, IL6, 
IL8), zwei akute Phase Proteine (HPgl, SAA2), ein Chemokin (CCL2) und ein 
interzelluläres Adhäsionsmolekül (ICAM1). Die Ergebnisse sind in Tabelle 14 
dargestellt. Es trat lediglich bei einem Gen, dem IL8, ein signifikanter 
Konzentrationsunterschied in der Höhe der ermittelten relativen mRNA zwischen den 
Gruppen auf. Diese war eine signifikante Erhöhung der relativen mRNA-Konzentration 
von IL8 (P < 0,05) in der Traubentrestergruppe im Vergleich zu der Kontrollgruppe. 
Der Zusatz von Hopfen führte bei HPgl und SAA2 zu einer tendenziellen Steigerung 
der relativen mRNA-Konzentration im Vergleich zur Kontrolle (P < 0,10).  
 
Tabelle 14: Einfluss von polyphenolhaltigen Futterkomponenten auf die 
relativen mRNA-Konzentrationen von ausgewählten NF-κB-Zielgenen in der 
Leber 
 Kontrolle Traubentrester Hopfen 
CCL2 1,00 ± 0,29 1,01 ± 0,38 1,21 ± 0,48 
HP 1,00 ± 0,20 1,03 ± 0,25 1,20 ± 0,28# 
ICAM1 1,00 ± 0,21 0,94 ± 0,22 0,98 ± 0,26 
IL1β 1,00 ± 0,92 0,85 ± 0,54 0,92 ± 1,12 
IL6 1,00 ± 0,35 1,11 ± 0,47 1,16 ± 0,38 
IL8 1,00 ± 0,38 1,44 ± 0,59* 1,11 ± 0,51 
SAA2 1,00 ± 0,56 1,27 ± 0,67 1,62 ± 0,93# 
TNF 1,00 ± 0,31 1,02 ± 0,26 1,19 ± 0,41 
Dargestellt sind die Mittelwerte ± Standardabweichungen als Vielfaches der Kontrollgruppe; 
n = 16/Gruppe; * P < 0,05); # P < 0,10. CCL2 = chemokine (C-C motif) ligand 2; HP = haptoglobin; 
ICAM1 = intercellular adhesion molecule-1; IL1β = interleukin 1 beta; IL6 = interleukin 6; IL8 = interleukin 
8; SAA2 = serum amyloid A2; TNF = tumor necrosis factor. 
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Mit Hilfe einer Western Blot Analyse wurde die relative Proteinkonzentration von  
NF-κB p50 bestimmt. Diese wurde durch den Einsatz polyphenolhaltiger 
Futterkomponenten nicht beeinflusst. 
 
Abbildung 11: Einfluss von polyphenolhaltigen Futterkomponenten auf die relative 
Proteinkonzentration von NF-κB p50 im Nuklearprotein der Leber  
a) Dargestellt sind die Mittelwerte ± Standardabweichungen als Vielfaches der Kontrollgruppe; 
n = 8/Gruppe; die Normalisierung erfolgte mithilfe des Referenzproteins ACTB; b) repräsentativer Blot 
des NF-κB p50 und des ACTB. ACTB = β-Actin; NF-κB p50 = nuclear factor kappa B, p50. 
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5.1.2.3 Einfluss von polyphenolhaltigen Futterkomponenten auf die UPR in der Leber 
beim Ferkel 
Die UPR infolge von ER-Stress wurde auf Genexpressionsebene durch die 
Bestimmung der relativen mRNA-Konzentrationen von 15 Zielgenen untersucht. So 
wurden die mRNA-Konzentrationen der Chaperone HSPA5, HSP90B1 und DNAJC3 
und die mRNA-Konzentration der Proteindisulfidisomerase PDIA4 ermittelt. Des 
Weiteren wurden die mRNA-Konzentrationen von EDEM1 und ATF4 gemessen. 
EDEM1 kann der ER assoziierten Degradation (ERAD) zugeordnet werden. ATF4 
gehört dem PERK-Signalweg an. Die relativen mRNA-Konzentrationen einer Reihe 
von Genen, die regulierend in die Apoptose eingreifen, wurden ebenfalls ermittelt. 
Dazu zählen BAK1, BAX, BCL2L1, CASP3, CASP8, PPP1R15A, TP53 und DDIT3. 
FGF21 ist der Ketogenese zuzuordnen und ist sowohl ER-Stress-Zielgen als auch 
PPARα-Zielgen. Die Abkürzungen und relativen mRNA-Konzentrationen sind der 
nachstehenden Tabelle 15 zu entnehmen. Beim Vergleich des Hopfenzusatzes mit der 
Kontrollgruppe konnten bei zwei Genen, BAK1 und PDIA4, signifikant erhöhte relative 
mRNA-Konzentrationen festgestellt werden (P < 0,05). Die Expressionen der UPR-
Gene wurden durch den Zusatz von Traubentrester wenig effektiert. Die einzige 
signifikante Steigerung der relativen mRNA-Konzentration wurde bei PDIA4 
beobachtet (P < 0,05). Bei CASP8 war die Expression im Vergleich zur Kontrollgruppe 
durch den Einsatz von Traubentrester hingegen tendenziell verringert (P < 0,10).  
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Tabelle 15: Einfluss von polyphenolhaltigen Futterkomponenten auf die 
relativen mRNA-Konzentrationen von ausgewählten UPR-Zielgenen in der Leber 
 Kontrolle Traubentrester Hopfen 
ATF4 1,00 ± 0,22 0,87 ± 0,19 1,01 ± 0,22 
BAK1 1,00 ± 0,28 1,06 ± 0,27 1,26 ± 0,30* 
BAX 1,00 ± 0,26 1,00 ± 0,27 1,20 ± 0,36 
BCL2L1 1,00 ± 0,28 0,92 ± 0,19 1,14 ± 0,30 
CASP3 1,00 ± 0,16 1,04 ± 0,17 1,07 ± 0,22 
CASP8 1,00 ± 0,19 0,85 ± 0,18# 0,88 ± 0,19 
DDIT3 1,00 ± 0,14 1,02 ± 0,21 0,88 ± 0,12 
DNAJC3 1,00 ± 0,19 1,01 ± 0,18 1,07 ± 0,25 
EDEM1 1,00 ± 0,19 0,99 ± 0,16 1,14 ± 0,23 
FGF21 1,00 ± 1,21 1,26 ± 1,67 0,75 ± 1,16 
HSPA5 1,00 ± 0,30 1,03 ± 0,26 1,06 ± 0,37 
HSP90B1 1,00 ± 0,25 1,02 ± 0,23 1,07 ± 0,23 
PDIA4 1,00 ± 0,17 1,24 ± 0,26* 1,59 ± 0,29* 
PPP1R15A 1,00 ± 0,31 1,09 ± 0,32 1,08 ± 0,42 
TP53 1,00 ± 0,36 0,92 ± 0,19 0,95 ± 0,28 
Dargestellt sind die Mittelwerte ± Standardabweichungen als Vielfaches der Kontrollgruppe; 
n = 16/Gruppe; * P < 0,05; # P < 0,10. ATF4 = activating transcription factor 4; BAK1 = BCL2-
antagonist/killer 1 ; BAX = BCL2-associated X protein; BCL2L1 = BCL2-like 1; CASP3 = caspase 3, 
apoptosis-related cysteine peptidase; CASP8 = caspase 8, apoptosis-related cysteine peptidase; DDIT3 
= DNA-damage-inducible transcript 3; DNAJC3 = DnaJ (Hsp40) homolog, subfamily C, member 3;  
EDEM1 = ER degradation-enhancing alpha-mannosidase-like protein 1-like; FGF21 = fibroblast growth 
factor 21; HSPA5 = heat shock 70kDa protein 5; HSP90B1 = heat shock protein 90kDa beta (Grp94), 
member 1; PDIA4 = protein disulfide isomerase family A, member 4; PPP1R15A = protein phosphatase 
1, regulatory subunit 15A; TP53 = tumor protein 53. 
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Zur Untersuchung der UPR infolge von ER-Stress auf Proteinebene wurden die 
relativen Proteinkonzentrationen von PERK und phosphoryliertem PERK gemessen. 
Die erhobenen Konzentrationen unterschieden sich zwischen den Gruppen nicht. 
 
Abbildung 12: Einfluss von polyphenolhaltigen Futterkomponenten auf die relativen 
Proteinkonzentrationen von total PERK und phospho-PERK im Gesamtprotein der Leber  
a) Dargestellt sind die Mittelwerte ± Standardabweichungen als Vielfaches der Kontrollgruppe; 
n = 8/Gruppe; die Normalisierung erfolgte mithilfe des Referenzproteins α-Tubulin; b) repräsentativer 
Blot des total PERK, phospho-PERK und der dazugehörigen α-Tubuline. PERK = protein kinase RNA 
(PKR)-like ER kinase. 
 
Es wurden Triglyceridkonzentrationen in Leber und Plasma bestimmt. Die 
Konzentrationen betrugen im Plasma 0,43 ± 0,11 (Kontrolle), 0,40 ± 0,09 
(Traubentrester) und 0,36 ± 0,09 (Hopfen) mmol Triglyceride pro l. In der Leber lagen 
die Konzentrationen der Triglyceride bei 3,57 ± 0,62 (Kontrolle), 
3,60 ± 0,62 (Traubentrester) und 3,32 ± 0,69 (Hopfen) µmol/g. Die statistische 
Auswertung der Daten ergab keine Gruppenunterschiede. 
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5.1.3 Einfluss von polyphenolhaltigen Futterkomponenten auf antioxidative 
Parameter in Plasma und Leber beim Ferkel 
An Parametern des antioxidative Status der Ferkel wurden die Vitamin E Gehalte (α- 
und γ-Tocopherol) und die TEAC bestimmt. Über die Messung der TBARS wurden 
Oxidationsprodukte erfasst. Die Analysen wurden in Plasma- und Leberproben 
durchgeführt. Wie die Tabelle 16 zeigt wurden keine Konzentrationsunterschiede 
zwischen der Kontroll- und den Behandlungsgruppen in all diesen Messparametern 
festgestellt. Einzige Ausnahme bildete der γ-Tocopherolgehalt im Plasma. Dieser 
wurde durch den Futterzusatz von 1 % Traubentrester im Vergleich zur Kontrollgruppe 
signifikant gesteigert. Allerdings spielt γ-Tocopherol im Vergleich zu α-Tocopherol 
mengenmäßig eine untergeordnete Rolle am Vitamin E Gesamtgehalt, sodass dieser 
hierdurch nicht beeinflusst wurde. 
 
Tabelle 16: Einfluss von polyphenolhaltigen Futterkomponenten auf 
antioxidative Parameter in Plasma und Leber 
 Kontrolle Traubentrester Hopfen 
Plasma    
α-Tocopherol (µmol/l) 3,84 ± 1,00 3,98 ± 0,96 3,44 ± 0,84 
γ-Tocopherol (µmol/l) 0,07 ± 0,02 0,12 ± 0,02* 0,10 ± 0,02 
TEAC (mmol/l) 3,15 ± 0,46 3,38 ± 0,53 3,02 ± 0,39 
TBARS (µmol/l) 1,42 ± 0,18 1,38 ± 0,20 1,39 ± 0,15 
Leber    
α-Tocopherol (nmol/g) 14,2 ± 5,0 15,3 ± 4,4 14,3 ± 5,4 
γ-Tocopherol (nmol/g) 0,29 ± 0,10 0,36 ± 0,12 0,34 ± 0,10 
TEAC (µmol/g) 1,74 ± 0,13 1,76 ± 0,17 1,78 ± 0,15 
TBARS (nmol/g) 92,5 ± 16,0 81,8 ± 19,5 90,8 ± 13,5 
Dargestellt sind die Mittelwerte ± Standardabweichungen als Vielfaches der Kontrollgruppe; 
n = 16/Gruppe; * P < 0,05. TBARS = thiobarbituric acid reactive substance; TEAC = trolox equivalent 
antioxidant capacity. 
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5.2 Ergebnisse aus Ferkelversuch 2 
5.2.1 Einfluss von ätherischen Ölen auf Leistungsparameter von Ferkeln 
In Ferkelversuch 2 wurden Kontrollferkel und Ferkel, die ätherische Öle erhielten, zu 
vier unterschiedlichen Zeitpunkten geschlachtet. Die erste Schlachtung fand am 
Absetztag (0 Tage nach dem Absetzen) statt. Es folgten Schlachtungen drei, sieben 
und 21 Tage nach dem Absetzen. Zum Zeitpunkt der Geburt waren die Ferkel der 
beiden Gruppen gleich schwer. Tabelle 17 zeigt die erhobenen Körpergewichte der 
Ferkel während des Versuchs. Die Behandlung mit ätherischen Ölen wirkte sich im 
Vergleich zur Kontrollgruppe zu keinem Zeitpunkt auf die Körpergewichte der Tiere 
aus.  
Die tägliche Gewichtszunahme, die tägliche Futteraufnahme und die gain:feed ratio 
wurden für die jeweiligen Zeiträume zwischen den Schlachtungen (0 – 3, 3 – 7 und 7 
– 21 Tage nach dem Absetzen) erfasst. Diese Parameter wurden als Mittelwerte der 
Tiere pro Box erhoben und sind in Tabelle 18 dargestellt. Die tägliche 
Gewichtszunahme, die tägliche Futteraufnahme und die gain:feed ratio wurden durch 
die Supplementierung von ätherischen Ölen in den Zeiträumen 0 – 3, 3 – 7 und 7 – 21 
Tage nach dem Absetzen nicht beeinflusst. Die Parameter tägliche Gewichtszunahme, 
tägliche Futteraufnahme und gain:feed ratio wurden zusätzlich für den 
Gesamtzeitraum des Versuchs 0 – 21 Tage nach dem Absetzen mit n = 4 
Boxen/Gruppe erfasst. Die tägliche Gewichtszunahme der Ferkel unterschied sich 0 – 
21 Tage nach dem Absetzen nicht zwischen den Gruppen Kontrolle und Behandlung. 
Die tägliche Gewichtszunahme betrug 0 – 21 Tage nach dem Absetzen 280 ± 16 
Gramm (Kontrolle) und 282 ± 64 Gramm (Behandlung). Die tägliche Futteraufnahme 
wurde 0 – 21 Tage nach dem Absetzen durch die Supplementierung von ätherischen 
Ölen im Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant reduziert (P < 0,05). Ferkel der 
Kontrollgruppe nahmen 0 – 21 Tage nach dem Absetzen 267 ± 11 Gramm Futter auf, 
Ferkel der Behandlungsgruppe 228 ± 26 Gramm Futter. Dadurch ergab sich eine 
numerisch verbesserte gain:feed ratio der Behandlungsgruppe (1236 ± 208 g/kg) im 
Vergleich zur Kontrollgruppe (1049 ± 100 g/kg) für den Gesamtzeitraum des Versuchs 
0 – 21 Tage nach dem Absetzen, die allerdings nicht signifikant war ( P > 0,05). 
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5.2.2 Einfluss von ätherischen Ölen auf Signalwege der Stressantwort und des 
Fettstoffwechsels in der Leber beim Ferkel 
Wie beim Ferkelversuch 1 wurde auch der Einfluss von ätherischen Ölen auf 
Signalwege der Stressantwort und des Fettstoffwechsels in der Leber auf 
Genexpressions- und Proteinebene untersucht. 
 
5.2.2.1 Einfluss von ätherischen Ölen auf den Nrf2-Signalweg in der Leber beim Ferkel 
Der Einfluss ätherischer Öle in der Fütterung von Ferkeln auf den zytoprotektiven 
Transkriptionsfaktor Nrf2 in der Leber wurde durch Genexpressionsanalysen von fünf 
Zielgenen untersucht (Tabelle 19). Die relativen mRNA-Konzentrationen 
unterschieden sich vor allem in Abhängigkeit vom Zeitverlauf. Dies war bei drei Genen, 
GPX1, GSTA1 und NQO1, der Fall. Die Genexpression von GPX1 war zum Zeitpunkt 
des Absetzens am schwächsten und 21 Tage danach am stärksten. Der Unterschied 
der relativen mRNA-Konzentration von GPX1 war zwischen den beiden vorherig 
genannten Zeitpunkten signifikant (P < 0,05). Bei GSTA1 wurde am Tag des 
Absetzens ebenfalls die geringste relative mRNA-Konzentration gemessen. Im 
Vergleich zu dieser waren die GSTA1-Expressionen sieben und 21 Tage nach dem 
Absetzen signifikant verstärkt (P < 0,05). Auch NQO1 wurde am ersten gemessenen 
Zeitpunkt am geringsten exprimiert. Bereits drei Tage nach dem Absetzen waren die 
relativen NQO1 mRNA-Konzentrationen signifikant angestiegen (P < 0,05). Zum 
Zeitpunkt 7 Tage nach dem Absetzen bestand im Vergleich zu den anderen 
analysierten Zeitpunkten kein signifikanter Unterschied in den relativen mRNA-
Konzentrationen. 21 Tage nach Absetzen wurde jedoch wieder eine starke NQO1-
Expression festgestellt. Der Unterschied war im Vergleich zum Absetztag signifikant 
(P < 0,05). Im multiplen Mittelwertvergleich wurde bei der SOD zum Zeitpunkt sieben 
Tage nach dem Absetzen eine tendenzielle Erhöhung der relativen mRNA-
Konzentration im Vergleich zu den Zeitpunkten null und 21 Tage nach dem Absetzen 
festgestellt (P < 0,10). Der Einsatz ätherischer Öle in der Fütterung beeinflusste die 
Expression der Nrf2-Zielgene in der Leber kaum. Lediglich bei einem Gen, der GSTA1, 
waren über den Gesamtzeitraum hinweg die relativen mRNA-Konzentrationen bei der 
Gruppe ätherische Öle im Vergleich zur Kontrollgruppe tendenziell vermindert  
(P < 0,10).
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Die Ergebnisse der Genexpressionsanalyse von Nrf2-Zielgenen wurden für den 
Zeitpunkt 21 Tage nach dem Absetzen auf Proteinebene validiert. Dazu wurde eine 
Western Blot Analyse von GPX1 durchgeführt. Die relative Proteinkonzentration der 
GPX1 wurde zu diesem Zeitpunkt durch den Einsatz von ätherischen Ölen im Futter 
nicht beeinflusst. 
 
Abbildung 13: Einfluss von ätherischen Ölen auf die relative Proteinkonzentration der GPX1 im 
Gesamtprotein der Leber zum Zeitpunkt 21 Tage nach dem Absetzen  
a) Dargestellt sind die Mittelwerte ± Standardabweichungen als Vielfaches der Kontrollgruppe; 
n = 9/Gruppe; die Normalisierung erfolgte mithilfe des Referenzproteins ACTB; b) repräsentativer Blot 
der GPX1 und des ACTB. ACTB = β-Actin; GPX1 = glutathione peroxidase 1. 
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5.2.2.2 Einfluss von ätherischen Ölen auf den NF-κB-Signalweg in der Leber beim 
Ferkel 
Um den Einfluss von ätherischen Ölen auf den NF-κB-Signalweg in der Leber zu 
untersuchen, wurden mRNA-Konzentrationen der NF-κB-Zielgene CCL2, ICAM1, 
IL1β, SAA2, sowie des TNF (Tabelle 20) bestimmt. Der Einsatz ätherischer Öle in der 
Fütterung der Ferkel beeinflusste die Genexpressionen aller untersuchten Gene nicht. 
Lediglich bei zwei Genen, CCL2 und ICAM1, zeigten sich bei der Behandlungsgruppe 
im Vergleich zur Kontrollgruppe tendenziell geringere relative mRNA-Konzentrationen 
(P < 0,10). Im Falle des CCL2 trat der Behandlungseffekt unabhängig vom Zeitverlauf 
auf. Die relative CCL2 mRNA-Konzentration wurde zu allen analysierten Zeitpunkten 
durch den Einsatz der ätherischen Öle erniedrigt. Bei ICAM1 wurde der 
Behandlungseffekt durch die verschiedenen Zeitpunkte beeinflusst. Nur zum Zeitpunkt 
drei Tage nach dem Absetzen wurde die ICAM1-Genexpression signifikant durch den 
Zusatz der ätherischen Öle abgeschwächt (P < 0,05). Am Absetztag trat ebenfalls, 
wenn auch nur numerisch, eine abgeschwächte Expression auf. Sieben und 21 Tage 
nach dem Absetzen waren die relativen mRNA-Konzentrationen von ICAM1 
stattdessen in der Behandlungsgruppe im Vergleich zur Kontrolle numerisch sogar 
leicht erhöht. Bei vier Genen, CCL2, ICAM1, IL1β und TNF, unterschieden sich die 
relativen mRNA-Konzentrationen über den Zeitverlauf signifikant (P < 0,05). Die 
relative mRNA-Konzentration von CCL2 war drei und 21 Tage nach dem Absetzen im 
Vergleich zum Absetztag signifikant erhöht (P < 0,05). Sieben Tage nach dem 
Absetzen war die relative CCL2 mRNA-Konzentration im Vergleich zum Absetztag 
ebenfalls numerisch erhöht. Der Unterschied war jedoch nicht signifikant. Die ICAM1 
Genexpression war drei Tage nach dem Absetzen im Vergleich zu allen anderen 
Zeitpunkten signifikant verstärkt (P < 0,05). Bei TNF war die relative mRNA-
Konzentration drei Tage nach dem Absetzen ebenfalls am höchsten. Der Unterschied 
war im Vergleich zum Absetztag signifikant (P < 0,05). Die ANOVA zeigte auch bei 
IL1β eine Signifikanz über den Zeitverlauf auf. Im multiplen Mittelwertvergleich war 
dann lediglich eine Tendenz erkennbar. Die relative mRNA-Konzentration des IL1β 
war drei und 21 Tage nach dem Absetzen erhöht. Wobei sich im multiplen 
Mittelwertvergleich lediglich eine tendenzielle Erhöhung der relativen mRNA-
Konzentration des IL1β drei Tage nach dem Absetzen im Vergleich zu den Zeitpunkten 
null und sieben Tage nach dem Absetzen zeigte (P < 0,10).  
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Auf Proteinebene wurde zwischen der Behandlungs- und der Kontrollgruppe zum 
Zeitpunkt 21 Tage nach dem Absetzen kein Konzentrationsunterschied des NF-κB p50 
Proteins in der Leber festgestellt. 
 
Abbildung 14: Einfluss von ätherischen Ölen auf die relative Proteinkonzentration von NF-κB 
p50 im Nuklearprotein der Leber zum Zeitpunkt 21 Tage nach dem Absetzen  
a) Dargestellt sind die Mittelwerte ± Standardabweichungen als Vielfaches der Kontrollgruppe; 
n = 9/Gruppe; die Normalisierung erfolgte mithilfe des Referenzproteins ACTB; b) repräsentativer Blot 
des NF-κB p50 und des ACTB. ACTB = β-Actin; NF-κBp50 = nuclear factor kappa B, p50. 
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5.2.2.3 Einfluss von ätherischen Ölen auf die UPR in der Leber beim Ferkel 
Es wurde eine Reihe von Genen der UPR analysiert, die in Tabelle 21 dargestellt sind. 
Als Vertreter der Chaperone wurden mRNA-Konzentrationen der Hitzeschockproteine 
HSPA5 und DNAJC3 ermittelt. Des Weiteren wurden die relativen mRNA-
Konzentrationen von PDIA4, einer Proteindisulfidisomerase, und von EDEM1, das der 
ER assoziierten Degradation (ERAD) angehört, bestimmt. ATF4 wird durch den PERK-
Arm der UPR beeinflusst. Vertreter der Apoptose assoziierten Zielgene sind CASP3 
und BAX. DDIT3 wurde als wichtigster Induktor der Apoptose ebenfalls ausgewählt. 
Abschließend ist noch FGF21 zu nennen. FGF21 ist der Ketogenese zuzuordnen und 
ist sowohl ER-Stress-Zielgen als auch PPARα-Zielgen.  
Der Einsatz ätherischer Öle im Futter beeinflusste sechs der analysierten UPR-
Zielgene signifikant (P < 0,05) (Tabelle 21). Die relative mRNA-Konzentration von 
CASP3 war in der Behandlungsgruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe unabhängig 
vom Zeitverlauf, d.h. zu allen Zeitpunkten, signifikant verringert (P < 0,05). Eine 
verringerte Genexpression durch den Einsatz der ätherischen Öle im Vergleich zur 
Kontrolle konnte bei DDIT3 ebenfalls zu allen Zeitpunkten festgestellt werden. Der 
Konzentrationsunterschied der relativen DDIT3 mRNA-Konzentration zwischen den 
Gruppen ätherische Öle und Kontrolle war zum Zeitpunkt drei Tage nach dem 
Absetzen signifikant (P < 0,05). Bei vier Genen, DNAJC3, FGF21, HSPA5 und PDIA4, 
wurde ein Effekt der Behandlung mit ätherischen Ölen in Abhängigkeit vom Zeitverlauf 
festgestellt. Alle vier der oben genannten Gene wiesen drei Tage nach dem Absetzen 
bei den Behandlungsgruppen signifikant geringere relative mRNA-Konzentrationen 
auf als in den Kontrollgruppen (P < 0,05). Die DNAJC3-Expression der 
Behandlungsgruppe war am Absetztag in der Tendenz im Vergleich zur Kontrollgruppe 
ebenfalls vermindert (P < 0,10). Zu den Zeitpunkten sieben und 21 Tage nach dem 
Absetzen bestand kein signifikanter Konzentrationsunterschied der relativen mRNA-
Konzentrationen zwischen der Behandlungsgruppe und der Kontrolle. Die relative 
mRNA-Konzentration des FGF21 war bei der Gruppe ätherische Öle im Vergleich zur 
Kontrolle insgesamt erniedrigt. Der mRNA-Konzentrationsunterschied zwischen der 
Behandlungs- und Kontrollgruppe war zum Zeitpunkt drei Tage nach dem Absetzen 
signifikant (P < 0,05). Null und 21 Tage nach dem Absetzen war die relative mRNA-
Konzentration des FGF21 der Gruppe ätherischer Öle im Vergleich zur Kontrollgruppe 
numerisch erniedrigt. Sieben Tage nach dem Absetzen war die relative mRNA-
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Konzentration des FGF21 bei der Behandlungsgruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe 
hingegen numerisch erhöht. Neben dem signifikanten Behandlungseffekt bei HSPA5 
zum Zeitpunkt drei Tage nach dem Absetzen traten bei diesem Gen keine weiteren 
Signifikanzen auf. Am Absetztag wurden bei Behandlungs- und Kontrollgruppe gleich 
hohe relativen mRNA-Konzentrationen gemessen. Im Gegensatz dazu wurden sieben 
und 21 Tage nach dem Absetzen durch die ätherischen Öle erhöhte HSPA5-
Expressionen festgestellt. Dies war sieben und 21 Tage nach dem Absetzen auch bei 
der PDIA4-Expression der Fall. Neben der signifikanten Erniedrigung der relativen 
mRNA-Konzentration in der Behandlungsgruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe drei 
Tage nach dem Absetzen, zeigte sich dieses Bild numerisch auch null Tage nach dem 
Absetzen. 
Die relativen mRNA-Konzentrationen der UPR-Zielgene wurden ebenfalls durch den 
Zeitverlauf des Versuchs beeinflusst. Bei BAX, FGF21 und HSPA5, traten die 
höchsten mRNA-Konzentrationen drei Tage nach dem Absetzen auf. Der 
Konzentrationsunterschied war bei BAX und HSPA5 zu allen anderen gemessenen 
Zeitpunkten signifikant (P < 0,05). Im Falle des FGF21 wurden drei Tage nach dem 
Absetzen im Vergleich zu den Zeitpunkten sieben und 21 Tage nach dem Absetzen 
signifikant höhere Werte erhoben (P < 0,05). Der Konzentrationsunterschied zwischen 
dem Absetztag und drei Tage danach war hingegen nicht signifikant. BAX weist auch 
an den Tagen sieben und 21 nach dem Absetzen eine hohe Genexpression auf. Die 
anderen beiden Gene, ATF4 und CASP3, hatten ein abweichendes 
Genexpressionsprofil. Die höchste relative mRNA-Konzentration von ATF4 wurde 
sieben Tage nach dem Absetzen festgestellt. Im Vergleich zu den Zeitpunkten null und 
21 Tage nach dem Absetzen zeigte sich hier ein tendenzieller Unterschied (P < 0,10). 
Bei CASP3 hingegen war die relative mRNA-Konzentration sieben Tage nach dem 
Absetzen am niedrigsten. Der höchste Wert wurde bei CASP3 21 Tage nach dem 
Absetzen erreicht. Im Vergleich zu den Zeitpunkten null und sieben Tage nach dem 
Absetzen war der Unterschied signifikant (P < 0,05). Zwischen den Zeitpunkten drei 
und 21 Tage nach dem Absetzen trat bei CASP3 kein signifikanter 
Konzentrationsunterschied auf. Bei DDIT3 wurde in der ANOVA eine Tendenz 
festgestellt. Im nachfolgenden multiplen Mittelwertvergleich konnte jedoch kein 
Konzentrationsunterschied der relativen mRNA-Konzentrationen festgestellt werden.  
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Zur Validierung der Genexpressionsanalysen wurden die relativen 
Proteinkonzentrationen von PERK und phosphoryliertem PERK mithilfe einer Western 
Blot Analyse für den Zeitpunkt 21 Tage nach dem Absetzen bestimmt. Auf 
Proteinebene konnten in der Leber keine Konzentrationsunterschiede der relativen 
Proteinkonzentrationen von PERK und phosphoryliertem PERK zum Zeitpunkt 21 
Tage nach dem Absetzen zwischen den Gruppen ätherische Öle und Kontrolle 
festgestellt werden. 
 
Abbildung 15: Einfluss von ätherischen Ölen auf die relativen Proteinkonzentrationen von total 
PERK und phospho-PERK im Gesamtprotein der Leber zum Zeitpunkt 21 Tage nach dem 
Absetzen  
a) Dargestellt sind die Mittelwerte ± Standardabweichungen als Vielfaches der Kontrollgruppe; 
n = 9/Gruppe; die Normalisierung erfolgte mithilfe des Referenzproteins α-Tubulin; b) repräsentativer 
Blot des total PERK, phospho-PERK und der dazugehörigen α-Tubuline. PERK = protein kinase RNA 
(PKR)-like ER kinase. 
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Zusätzlich wurden Triglyceridkonzentrationen in Plasma und Leber erhoben, da die 
UPR zu einer gesteigerten Lipogenese in der Leber führen kann. Die 
Triglyceridkonzentrationen wurden durch die Behandlung mit ätherischen Ölen im 
Vergleich zur Kontrollgruppe in Plasma und Leber signifikant gesenkt (P < 0,05) 
(Tabelle 22). Dieser Behandlungseffekt wurde in beiden Fällen durch den Faktor Zeit 
beeinflusst. Zum Zeitpunkt des Absetzens zeigte sich sowohl im Plasma als auch in 
der Leber ein signifikanter Konzentrationsunterschied der Triglyceride zwischen der 
Kontroll- und Behandlungsgruppe. Die Tiere, die als zusätzliche Futterkomponente 
ätherische Öle erhalten hatten, wiesen signifikant geringere 
Triglyceridkonzentrationen auf als die Kontrolltiere (P < 0,05). Insgesamt nahmen die 
Konzentrationen, sowohl im Plasma als auch im Lebergewebe, mit zunehmendem 
Alter der Ferkel ab. Die Konzentrationen drei, sieben und 21 Tage nach dem Absetzen 
waren im Vergleich zum Absetztag signifikant verringert (P < 0,05). In der Leber war 
der Konzentrationsabfall stärker als im Plasma.
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5.2.2.4 Einfluss von ätherischen Ölen auf die Fettsäuresynthese in der Leber beim 
Ferkel 
In der Leber wird die Fettsäuresynthese vor allem durch das sterol regulatory element 
binding protein 1c (SREBP-1c) reguliert (Shimomura et al. 1997). SREBP-1c wird auch 
als sterol regulatory element binding transcription factor 1 (SREBF1) bezeichnet. Um 
den Einfluss von ätherischen Ölen auf die Fettsäuresynthese in der Leber zu 
untersuchen, wurden die relativen mRNA-Konzentrationen von SREBF1 und 
ausgewählter Zielgene des SREBF1 ermittelt. Dies waren die Acetyl-CoA Carboxylase 
α (ACACA), die Fettsäuresynthase (FASN), die Glycerol-3-Phosphat-Acyltransferase 
(GPAT) und das Malic-Enzym 1 (ME1). 
Wie der Tabelle 23 zu entnehmen ist, blieben die relativen mRNA-Konzentrationen 
aller analysierten Zielgene durch die Supplementierung mit ätherischen Ölen im 
Vergleich zur Kontrollgruppe unbeeinflusst. Allerdings wiesen alle Gene eine 
signifikante Erhöhung der relativen mRNA-Konzentrationen über den Zeitverlauf auf 
(P < 0,05). Die relative mRNA-Konzentration des SREBF1 war zu den Zeitpunkten drei 
und sieben Tage nach dem Absetzen signifikant höher als am Tag des Absetzens (P 
< 0,05). Bei FASN und GPAT waren die relativen mRNA-Konzentrationen am 
Absetztag gegenüber den anderen Zeitpunkten erniedrigt. Bei FASN waren die 
Standardabweichungen sehr hoch. Trotzdem ließen sich beim Vergleich der 
Zeitpunkte Signifikanzen feststellen (P < 0,05), die beim Vergleich der beiden 
Zeitpunkte drei und 21 Tage nach dem Absetzen mit dem Zeitpunkt null Tage nach 
dem Absetzen auftraten. Bei GPAT waren die relativen mRNA-Konzentrationen aller 
drei anderen Zeitpunkte im Vergleich mit dem Absetztag signifikant erhöht (P < 0,05). 
Die relativen mRNA-Konzentrationen von ACACA und ME1 stiegen erst 21 Tage nach 
dem Absetzen an. Zu diesem Zeitpunkt ließen sich gegenüber den Zeitpunkten null, 
drei und sieben Tage nach dem Absetzen signifikant höhere Genexpressionen 
feststellen (P < 0,05). 
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5.2.2.5 Einfluss von ätherischen Ölen auf den PPARα-Signalweg und den 
Carnitinstoffwechsel in der Leber beim Ferkel 
Zur Überprüfung des Einflusses von ätherischen Ölen auf den Lipidstoffwechsel in der 
Leber, wurden neben den relativen mRNA-Konzentrationen des SREBF1 auch die von 
PPARα-Zielgenen und Zielgenen des Carnitinstoffwechsels ermittelt. Dazu gehörte die 
LPL, die die Hydrolyse von Triglyceriden katalysiert, und die an der 
Fettsäureaufnahme beteiligten Gene CD36, CPT1A, FABP1, SLC25A20 und 
SLC27A1. ACOX1 und CYP4A24 können der Fettsäureoxidation zugeordnet werden. 
FGF21 als Vertreter der Ketogenese ist Zielgen des PPARα und des ER Stresses und 
wurde bereits unter 5.2.2.3 beschrieben. Zielgene des Carnitinstoffwechsels sind 
BBOX1 und SLC22A5. BBOX1 reguliert die Carnitinbiosynthese. SLC22A5 ist als 
membranöses Transportprotein für die Aufnahme von Carnitin in die Zelle 
verantwortlich. Dargestellt sind die Ergebnisse in Tabelle 24. 
Bei Betrachtung der relativen mRNA-Konzentrationen zwischen den 
Behandlungsgruppen ließen sich außer bei FGF21 bei zwei weiteren Genen 
signifikante Unterschiede der relativen mRNA-Konzentrationen feststellen (P < 0,05). 
Dies waren CPT1A und FABP1. Eine von dem Zeitverlauf unbeeinflusste signifikante 
Abschwächung der Genexpression bei der Behandlungsgruppe mit ätherischen Ölen 
im Vergleich zur Kontrollgruppe trat bei FABP1 auf. Zu allen vier Zeitpunkten zeigten 
sich bei den Tieren, die ätherische Öle erhielten, signifikant geringere relative mRNA-
Konzentrationen im Vergleich zu den Kontrolltieren (P < 0,05). Auch bei CPT1A war 
die relative mRNA-Konzentration der Behandlungsgruppe im Vergleich zur 
Kontrollgruppe insgesamt signifikant verringert (P < 0,05). Der 
Konzentrationsunterschied wurde jedoch durch den Faktor Zeit beeinflusst. Nur am 
Absetztag exprimierten die Ferkel, die ätherische Öle erhielten, signifikant weniger 
CPT1A mRNA als die Kontrollferkel. Drei und sieben Tage nach dem Absetzen war 
der Unterschied nicht signifikant. Sieben Tage nach dem Absetzen trat kein 
Konzentrationsunterschied zwischen den beiden Gruppen auf. In der Tendenz wurde 
bei CYP4A24 in der Behandlungsgruppe insgesamt ebenfalls eine geringere relative 
mRNA-Konzentration im Vergleich zur Kontrollgruppe festgestellt (P < 0,10). Auch bei 
CYP4A24 bestand eine Abhängigkeit zum Faktor Zeit. Drei Tage nach dem Absetzen 
war die schwächere Genexpression der Gruppe ätherische Öle in Vergleich zur 
Kontrolle im multiplen Mittelwertvergleich signifikant (P < 0,05). Am Tag des Absetzens 
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war der beobachtete Behandlungseffekt nicht signifikant. Sieben und 21 Tage nach 
dem Absetzen bestanden keine Konzentrationsunterschiede der relativen mRNA 
zwischen den verglichenen Gruppen. Zeitunabhängig blieb die Genexpression des 
SLC25A20 von dem Zusatz der ätherischen Öle unbeeinflusst. In Abhängigkeit vom 
Zeitverlauf traten jedoch Unterschiede in den Höhen der relativen mRNA-
Konzentrationen zwischen den beiden Gruppen ätherische Öle und Kontrolle auf. Die 
Behandlungseffekte waren zwischen den verschiedenen Zeitpunkten kontrastiert. Die 
relative mRNA-Konzentration des SLC25A20 war zum Zeitpunkt des Absetzens bei 
der Behandlungsgruppe signifikant geringer als bei der Kontrollgruppe (P < 0,05).  
Sieben der elf analysierten Zielgene wiesen Signifikanzen bei der Genexpression über 
den Zeitverlauf auf. Wobei die relativen mRNA-Konzentrationen bei vier Genen 
(ACOX1, BBOX1, CYP4A24, FABP1) am Ende des Untersuchungszeitraumes 
anstiegen und bei drei Genen (CD36, CPT1A, FGF21) abfielen. FGF21 wird im 
Folgenden nicht näher beschrieben, da dies in 5.2.2.3 nachzulesen ist. Bei ACOX1, 
BBOX1, CYP4A24 und FABP1 waren die relativen mRNA-Konzentrationen 21 Tage 
nach dem Absetzen am höchsten. Die relative mRNA-Konzentrationen des CYP4A24 
wurde zusätzlich drei Tage nach dem Absetzen vermehrt exprimiert. Ein konstanter 
Anstieg der relativen mRNA-Konzentrationen über den Zeitverlauf zeigte sich bei 
BBOX1. ACOX1 und FABP1 wiesen im Vergleich zum Absetztag erst 21 Tage danach 
einen signifikanten Konzentrationsunterschied der relativen mRNA auf (P < 0,05). Bei 
CD36 war die relative mRNA-Konzentrationen entgegen der anderen Gene 21 Tage 
nach dem Absetzen am geringsten. Der Konzentrationsunterschied war bei CD36 im 
Vergleich zum Zeitpunkt drei Tage nach dem Absetzen signifikant (P < 0,05). Eine 
ebenfalls am Ende des Untersuchungszeitraumes geringe relative mRNA-
Konzentration trat bei CPT1A auf. Dieses Gen zeigte seine höchste relative mRNA-
Konzentration zum Zeitpunkt des Absetzens. An allen anderen Zeitpunkten war die 
Genexpression signifikant vermindert (P < 0,05). 
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6 Diskussion 
Für Ferkel ist das Absetzen eine stressige Erfahrung mit sozialer und physiologischer 
Beeinflussung. Das konventionelle Absetzen erfolgt mit drei bis fünf Wochen. Genau 
zu diesem Zeitpunkt ist die Immunabwehr der Ferkel besonders schwach. Die Ferkel 
kommen ohne schützende Immunität auf die Welt. Sie sind darauf angewiesen über 
das Kolostrum der Sau eine passive Immunität zu erwerben. Diese schützt die Ferkel 
über zehn bis 14 Tage. Die Entwicklung des eigenen Immunsystems beginnt mit 21 
bis 28 Lebenstagen (Roese und Taylor 2006). Es entsteht eine immunologische Lücke. 
Hinzu kommt, dass Stress die Produktion von Antikörpern negativ beeinflusst und im 
neuen Stall ein veränderter Keimdruck herrscht. Aus genannten Gründen ist das Risiko 
für Erkrankungen während der Absetzphase besonders hoch.  
Zur Prophylaxe wurden in der Vergangenheit Fütterungsantibiotika eingesetzt. Seit 
Januar 2006 ist dieser Einsatz aufgrund vermehrter bakterieller Resistenzen in der 
europäischen Union verboten (Pluske 2013). Phytotherapeutika stellen eine mögliche 
Alternative dar (Hume 2011).  
In der vorliegenden Arbeit wurde der Effekt von zwei polyphenolhaltigen 
Pflanzenprodukten, Hopfentreber und Traubentrester, und der eines Produkts, das 
ätherische Öle enthielt, auf biochemische Signalwege in der Leber beim Ferkel 
untersucht. Die untersuchten Signalwege standen in Verbindung mit Inflammation, der 
antioxidativen und zytoprotektiven Kapazität, dem Fremdstoffmetabolismus, ER-
Stress und dem Lipidstoffwechsel. Hierfür wurden Zielgene des NF-κB, des Nrf2, der 
UPR, des SREBF1 und des PPARα analysiert. Da die Genexpressionen die 
tatsächlichen Proteinkonzentrationen nicht zuverlässig widerspiegeln, erfolgte eine 
Validation der erhobenen Daten durch Messungen ausgewählter Proteine dieser 
Signalwege. 
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6.1 Einfluss von phytogenen Futterkomponenten auf ER-Stress und 
Inflammation in der Leber beim Ferkel 
In den Genexpressionsanalysen hatte die Supplementierung der polyphenolreichen 
Futterzusätze und ätherischen Öle geringe bis keine Effekte auf Inflammation, 
Zytoprotektion, Fremdstoffmetabolismus und ER-Stress in der Leber abgesetzter 
Ferkel. Auch auf Proteinebene wurden keine Konzentrationsunterschiede festgestellt. 
Das Ausbleiben eines antiinflammatorischen und zytoprotektiven Effekts steht im 
Widerspruch zu verschiedenen Studien im Nagermodell. Insbesondere 
polyphenolreiche Diäten konnten hier positive Effekte auf das 
Inflammationsgeschehen und ER-Stress in der Leber erzielen. Gleichzeitig wurde die 
antioxidative und zytoprotektive Kapazität über eine Nrf2-Aktivierung erhöht. Der 
hepatische Fremdstoffwechsel wurde durch die polyphenolreiche Diäten induziert 
(Farombi et al. 2008; Kim et al. 2008; Patel und Maru 2008; Natsume et al. 2009; Noh 
et al. 2011; Park et al. 2011; Panchal et al. 2012; Andrade et al. 2014; Ha et al. 2014; 
Molina et al. 2015; Pan et al. 2015). Für ätherische Öle sind ebenfalls 
antiinflammatorische und hepatoprotektive Eigenschaften beschrieben. In Nagern 
wurde die Sekretion proinflammatorischer Zytokine in der Leber, ebenso wie die NF-
κB-Aktivierung, durch ätherische Öle inhibiert (Lai et al. 2014; Li et al. 2014; Funk et 
al. 2016; Li et al. 2016). Eine mögliche Begründung der Ergebnisdifferenz zwischen 
den Nagerstudien und der vorliegenden Arbeit besteht in den unterschiedlichen 
Versuchsbedingungen. Für die Ferkelversuche wurden gesunde Tiere verwendet, die 
eine bedarfsdeckende Diät erhielten und außer dem Absetzen keinen zusätzlichen 
Stressoren ausgesetzt waren. Die Nager der oben genannten Studien wurden 
zusätzlich zu den eingesetzten phytogenen Futterkomponenten prooxidativen und 
proinflammatorischen Behandlungen ausgesetzt. Dies waren beispielsweise eine 
proinflammatorisch wirkende „high fat diet“ oder eine Lipopolysaccharid-induzierte 
(LPS) akute Inflammation. Der Vergleich der Ergebnisse der vorliegenden Arbeit mit 
denen der Nagerstudien deutet stark darauf hin, dass phytogene Futterkomponenten 
ihr gesundheitsförderndes Potential nur unter pathologischen Bedingungen voll 
entfalten, nicht aber in gesunden Tieren. Um diese Aussage bestätigen zu können, 
sind weitere Forschungsarbeiten notwendig, bei denen phytogene Futterkomponenten 
bei Ferkeln unter proinflammatorischer Belastung eingesetzt werden. Bisher existieren 
nur sehr wenige Studien bezüglich eines potentiellen Effekts von phytogenen 
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Futterkomponenten auf das Inflammationsgeschehen im Schwein. In der Studie von 
Gessner et al. (2013) rief der Einsatz von 1 % Traubentrester in der Futterration ein 
Herunterregulieren verschiedener proinflammatorischer Gene im Duodenum 
wachsender Schweine hervor. Die gleiche Beobachtung machten Fiesel et al. (2014) 
durch die Supplementierung von 1 % Traubentrester oder 1 % Hopfentreber in 
Duodenum, Ileum und Kolon von Ferkeln. Die Expressionen proinflammatorischer NF-
κB-Zielgene waren im Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant vermindert. Studien zu 
Expressionen proinflammatorischer Gene in anderen Geweben als dem Dünndarm 
sind bislang nicht veröffentlicht. In der vorliegenden Arbeit wurden diese untersucht, 
jedoch wurde durch den Einsatz der polyphenolhaltigen Futterkomponenten 
Traubentrester und Hopfentreber kein Effekt auf stressresponsive Signalwege in der 
Leber beim Ferkel erzielt. Der Einsatz des Präparates, das ätherische Öle enthielt, 
zeigte nur einen marginalen Effekt, der sich im Herunterregulieren einiger UPR-
Zielgene äußerte. Ursache für die fehlende antiinflammatorische Wirkung der 
phytogenen Futterkomponenten in der Leber beim Ferkel im Gegensatz zu den 
antiinflammatorischen Effekten im Dünndarm der oben zitierten Studien kann die 
niedrige orale Bioverfügbarkeit der getesteten Futterzusätze sein. Sekundäre 
Pflanzenstoffe werden im oberen Gastrointestinaltrakt nur zu einem geringen Anteil 
absorbiert. Für Polyphenole sind Absorptionsraten von 5-10 % beschrieben (Faria et 
al. 2014). Auch ätherische Öle werden nur zu einem geringen Anteil absorbiert. Eine 
weitere Einschränkung der oralen Bioverfügbarkeit ist die rasche Metabolisierung in 
den Enterozyten und der Leber (Kohlert et al. 2000; Romo Vaquero et al. 2013). 
Sekundäre Pflanzenstoffe werden im Körper als Xenobiotika detektiert. Es erfolgt eine 
extensive Biotransformation über klassische Detoxifizierungsmechanismen wie 
Methylierung, Sulfatierung und Glucuronidierung. Durch die Konjugationen entstehen 
eine große Anzahl hydrophiler (methylierter, glucuronidierter, sulfatierter) Metaboliten, 
die rasch über die Galle und vor allem die Nieren eliminiert werden (Kohlert et al. 2000; 
D’Archivio et al. 2007; Brenes und Roura 2010). Aufgrund der geringen Absorption, 
der extensiven Biotransformation und der Exkretion der Metabolite ergeben sich für 
sekundäre Pflanzenstoffe wie dem Quercetin nach oraler Supplementierung geringe 
Konzentrationsspiegel im Plasma und Gewebe. Auch eine Langzeit-Supplementierung 
führt nicht zur Akkumulation im Plasma oder Gewebe (Bieger et al. 2008; Reinboth et 
al. 2010). Darüber hinaus können die gesundheitsfördernden Effekte von sekundären 
Pflanzenstoffen bzw. die bei ihrer Biotransformation entstehenden konjugierten 
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Metabolite nicht ohne weiteres vom Nager auf andere Spezies übertragen werden, da 
geschlechts- (Mugford und Kedderis 1998; Renaud et al. 2011; Liu et al. 2013; Ruiz et 
al. 2013) und speziesspezifische (Matal et al. 2008; Yamazaki et al. 2011; Helke und 
Swindle 2013; Saengtienchai et al. 2014) Unterschiede im Fremdstoffstoffwechsel 
existieren. Die analysierten Phase I und II Enzyme des hepatischen 
Fremdstoffmetabolismus zeigten in der vorliegenden Arbeit keine gesteigerte 
Expressionsaktivität durch den Einsatz der polyphenolhaltigen Futterzusätze 
Traubentrester und Hopfentreber. Das Ausbleiben eines antiinflammatorischen und 
zytoprotektiven Effekts durch die phytogenen Futterkomponenten auf 
Genexpressionen in der Leber beim Ferkel scheint daher eher durch eine geringe 
Absorption begründet zu sein. Eine weitere mögliche Erklärung ist die Tatsache, dass 
gesunde Ferkel verwendet worden sind, die keiner proinflammatorischer Belastung 
ausgesetzt waren. Dass in anderen Studien antiinflammatorische Effekte im 
Dünndarm durch die orale Supplementierung von polyphenolhaltigen 
Futterkomponenten induziert werden konnten (Gessner et al. 2013; Fiesel et al. 2014), 
welche in der Leber hingegen nicht gezeigt werden konnten, liegt möglicherweise an 
hohen lokalen Konzentrationen der Polyphenole in den Enterozyten. Darüber hinaus 
konnten Polyphenolen präbiotische Aktivität nachgewiesen werden. Das Wachstum 
pathogener Darmbakterien wird durch Polyphenole gehemmt, während das günstiger 
Bakterien gefördert wird (Axling et al. 2012; China et al. 2012; Queipo-Ortuño et al. 
2012; Etxeberria et al. 2013; Etxeberria et al. 2015; Moreno-Indias et al. 2016). Der 
antiinflammatorische Effekt der Polyphenole im Dünndarm kann also durch einen 
günstigen Effekt auf die Darmflora auch von sekundärer Natur sein.  
 
6.2 Einfluss von polyphenolhaltigen Futterkomponenten auf den 
antioxidativen Status in der Leber beim Ferkel 
Antioxidative Eigenschaften wurden schon des Öfteren für Polyphenole beschrieben 
(Rice-Evans et al. 1995; Salah et al. 1995; Scalbert et al. 2005; Seeram et al. 2005; 
Torabian et al. 2009; Kim et al. 2012). Diese beziehen sich jedoch auf in vitro Studien 
oder Studien in Nagern. Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Auswirkung zweier 
Polyphenolquellen (Traubentrester, Hopfentreber), beim Nutztier Schwein zu testen. 
Dafür wurden Thiobarbitursäure-reaktive Substanzen (TBARS) in Leber und Plasma 
gemessen. Sie dienen als Indikator für die Lipidperoxidation in Geweben, da deren 
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Abbauprodukte erfasst werden. Wichtigstes Beispiel ist Malondialdehyd (MDA) als 
Abbauprodukt der Oxidation von mehrfach ungesättigten Fettsäuren. Aber auch 
andere Carbonylverbindungen, hauptsächlich Aldehyde und Ketone, werden erfasst. 
Aufgrund dieser Unspezifität wurde zusätzlich die totale antioxidative Kapazität 
(TEAC) und der Vitamin E Gehalt (α- und γ-Tocopherol) bestimmt. Vitamin E, 
insbesondere der Anteil des α-Tocopherols, ist das wichtigste, biologische, fettlösliche 
Antioxidans im Plasma von Säugetieren (Burton et al. 1982; Burton und Ingold 1986; 
Kamal-Eldin und Appelqvist 1996). Der Gehalt an Antioxidantien im Gewebe steigt bei 
einer reduzierten Lipidperoxidation an (Oldham und Bowen 1998). Die 
Supplementierung von polyphenolreichen Futterzusätzen beeinflusste die erhobenen 
Parameter nicht. Die einzige signifikante Konzentrationserhöhung trat beim γ-
Tocopherol-Gehalt im Plasma auf und wurde durch den Futterzusatz von 1 % 
Traubentrester hervorgerufen. Da γ-Tocopherol am Gesamtvitamin E Gehalt eine 
untergeordnete Rolle spielt, kann dies in Bezug auf den antioxidativen Status des 
Tieres vernachlässigt werden. Eine mögliche Erklärung für das Ausbleiben eines 
systemischen antioxidativen Effekts ist die in 6.2 erwähnte geringe Bioverfügbarkeit 
von Polyphenolen, wodurch in den Geweben nur geringe Konzentrationsspiegel 
erreicht werden. Aus labortechnischen Gründen konnten diese nicht im Plasma und 
der Leber gemessen werden. Auch andere Studien belegen, dass Polyphenole unter 
physiologischen Bedingungen wenig zu der totalen antioxidativen Kapazität beitragen. 
Diese wird durch andere Antioxidantien, wie Ascorbinsäure, Tocopherole oder 
Harnsäure, weitaus stärker beeinflusst (Surai 2014). Das Ergebnis der vorliegenden 
Arbeit stimmt mit zwei weiteren Studien überein, die bestätigen, dass der diätetische 
Einsatz von Polyphenolen den antioxidativen Status von gesunden Schweinen nicht 
beeinflussen. Bei den Polyphenolquellen dieser Studien handelte es sich um ein 
catechinreiches Extrakt aus grünem Tee (Augustin et al. 2008) bzw. um eine 
Extraktmischung aus Äpfeln, Trauben, grünem Tee und Olivenblättern (Zhang et al. 
2016). Im Gegensatz dazu existieren auch Studien, die eine Verbesserung des 
antioxidativen Status von Schweinen durch Polyphenole belegen (Luehring et al. 2011; 
Wang et al. 2012; Hou et al. 2014). Der Unterschied besteht darin, dass diese Tiere 
zusätzlich eine prooxidative oder proinflammatorische Behandlung erfahren hatten. So 
induzierten Luehring et al. (2011) beispielsweise oxidativen Stress durch die additive 
Supplementierung von Fischöl bei wachsenden Schweinen. Der Einsatz von Quercetin 
führte in diesem Zusammenhang zu einer Steigerung der α-
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Tocopherolkonzentrationen in Plasma und Leber. Die Lipidperoxidation im Plasma 
wurde reduziert. Hou et al. (2014) verwendeten eine Injektion mit Lipopolysacchariden 
als Induktor für oxidativen Stress in Ferkeln. Ampelopsin, ein Flavonoid, verbesserte 
in dieser Studie die antioxidative Kapazität im Plasma und reduzierte die MDA-
Konzentrationen in der Leber. Ebenfalls eine Senkung der MDA-Konzentration im 
Plasma wurde durch Soja-Isoflavone in Jungsauen beobachtet, welche eine 
Zearalenon-Behandlung erfuhren (Wang et al. 2012). Zearalenon ist ein weit 
verbreitetes Mykotoxin, das oxidativen Stress hervorruft. Der Vergleich dieser Studien 
mit dem Ergebnis der vorliegenden Arbeit und den Studien von Augustin et al. (2008) 
und Zhang et al. (2016) impliziert, dass Polyphenole das antioxidative System nur in 
Tieren verbessert, welche eine prooxidative oder proinflammatorische Behandlung 
erfahren, nicht aber in gesunden, unbehandelten Schweinen.  
 
6.3 Einfluss von phytogenen Futterkomponenten auf den 
Fettstoffwechsel in der Leber beim Ferkel 
Inflammation und ER-Stress in der Leber sind assoziiert mit einer gesteigerten 
Lipogenese, welche die Entwicklung einer Steatose begünstigt (Zhang et al. 2014; 
Inagaki 2015). Um diesen Pfad zu überprüfen, wurden Triglyceridkonzentrationen (TG) 
in Plasma und Leber bestimmt. Diese blieben von den polyphenolreichen 
Futterzusätzen unbeeinflusst. Das Ergebnis deckt sich mit der Beobachtung, dass 
auch die untersuchten stressresponsiven Signalwege durch die Supplementierung von 
Traubentrester und Hopfentreber unbeeinflusst blieben. Der Einsatz der ätherischen 
Öle wirkte sich hingegen senkend auf die TG-Konzentrationen in Leber und Plasma 
der Ferkel aus. Aus diesem Grund wurde in der vorliegenden Arbeit überprüft, ob die 
verwendeten ätherischen Öle den Lipidmetabolismus beeinflussen. Dafür wurden 
Zielgene der Fettsäuresynthese, des PPARα sowie des Carnitinstoffwechsels 
analysiert. PPARα ist ein Transkriptionsfaktor, der den hepatischen Lipidstoffwechsel 
reguliert. PPARα-Zielgene fördern die Fettsäureaufnahme, die Fettsäureoxidation und 
den Transport von Lipoproteinen. Der Triglyceridspiegel im Plasma wird durch eine 
PPARα-Aktivierung gesenkt (Issemann und Green 1990; Kersten et al. 2000; Willson 
et al. 2000; Berger und Moller 2002; Rakhshandehroo et al. 2010). Zur Verifizierung 
der Fettsäuresynthese wurden die Genexpressionen von SREBP-1c und 
ausgewählten Zielgenen dieses Proteins analysiert. SREBP-1c, in der 
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Gennomenklatur auch als SREBF1 bezeichnet, ist für die Modulation der 
Fettsäuresynthese in der Leber verantwortlich (Shimomura et al. 1997). Da die TG-
Konzentrationen durch die Supplementierung der ätherischen Öle sowohl im Plasma 
als auch in der Leber gesenkt wurden, ergab sich die Erwartung einer reduzierten 
Fettsäuresynthese und einer erhöhten Transkription von PPARα-Zielgenen bei den 
Tieren aus der Behandlungsgruppe. Die Zielgene der Fettsäuresynthese wurden durch 
den Zusatz der ätherischen Öle wider Erwarten nicht beeinflusst. Bei BBOX1 und 
SLC22A5, Zielgene des Carnitinstoffwechsels, traten ebenfalls keine Veränderungen 
im Expressionsverhalten durch die verwendeten ätherischen Öle auf. Der PPARα-
Signalweg wurde in geringem Umfang durch das getestete Produkt beeinflusst. Knapp 
ein Drittel der analysierten PPARα-Zielgene wurden durch die orale Supplementierung 
des Produkts ätherischer Öle in ihrer Expressionsaktivität gehemmt. Dieses Ergebnis 
steht im Widerspruch mit einigen in vitro (Hotta et al. 2009; Katsukawa et al. 2010) und 
in vivo (Chung et al. 2010; Jing et al. 2013; Singh et al. 2013; Takahashi et al. 2013) 
Studien in Nagern. Hier wurden hypolipidämische Wirkungen über eine PPARα-
Aktivierung durch ätherische Öle erzielt. Das differenzierte Ergebnis kann auf den 
unterschiedlichen Versuchsmodellen beruhen. Bei den oben genannten in vitro 
Studien erfolgte eine additive LPS-Behandlung (Hotta et al. 2009; Katsukawa et al. 
2010). Die Nager der in vivo Studien befanden sich in pathologischen 
Stoffwechsellagen. Chung et al. (2010) verwendeten Mäuse mit Typ 2 Diabetes. Die 
Tiere der anderen Studien erhielten eine fettreiche Diät, um Obesitas zu induzieren 
(Jing et al. 2013; Singh et al. 2013; Takahashi et al. 2013). Im Gegensatz dazu wurde 
in der vorliegenden Arbeit das ätherische Öle Produkt in gesunden, frisch abgesetzten 
Ferkeln getestet. Hinzu kommt, dass auch der ER-Stress durch die verwendeten 
ätherischen Öle eher eine Hemmung erfuhr. So wurde die Expression des FGF21 in 
der Leber durch den Einsatz der ätherischen Öle herunterreguliert. Eine Induktion des 
FGF21 kann sowohl im Rahmen der UPR als auch über PPARα erfolgen. In der 
vorliegenden Arbeit wies FGF21 keine gesteigerte Expression auf, sondern wurde im 
Gegensatz durch die Behandlung mit ätherischen Ölen sogar gehemmt. Bei genauerer 
Betrachtung der TG-Konzentrationen in Plasma und Leber fiel auf, dass sich die 
Reduktion dieser in der Behandlungsgruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe auf einen 
einzigen Zeitpunkt beschränkte. Nur am Tag des Absetzens wurden die TG-
Konzentrationen in er Leber und im Plasma der Ferkel durch die ätherischen Öle 
vermindert. Zu allen anderen Zeitpunkten bestand kein Konzentrationsunterschied der 
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Triglyceride zwischen den Kontroll- und den Behandlungstieren. Eine ähnliche 
Beobachtung machten Kong et al. (2007). Kong et al. (2007) untersuchten den Einfluss 
einer Mischung von chinesischen Kräutern unter anderem auf die 
Triglyceridkonzentrationen im Serum abgesetzter Ferkel. Der diätetische Zusatz 
bestand aus fünf chinesischen Kräutern, nämlich Astragalus membranaceus 
(Tragant), Acanthopanax senticosus (Borstige Taigawurzel), Codonopsis pilosula 
(Dangshen), Crataegus pinnatifida (Fiederblatt-Weißdorn) und Salvia miltiorrhiza 
(Rotwurzel-Salbei). Die Ferkel (Duroc x Landrace x Yorkshire) wurden mit 21 
Lebenstagen abgesetzt und erhielten anschließend den Futterzusatz über einen 
Versuchszeitraum von vier Wochen. Die Triglyceridkonzentration im Serum war am 
ersten Zeitpunkt eine Woche nach dem Absetzen in der Behandlungsgruppe im 
Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant gesenkt. Auch die Behandlung mit Colistin, 
einem Antibiotikum, führte zu einer signifikanten Absenkung der 
Triglyceridkonzentration im Serum der Behandlungsgruppe im Vergleich zur 
unbehandelten Kontrollgruppe. Aufgrund dessen suggerierten Kong et al. (2007) einen 
Zusammenhang zwischen dem intestinalen mikrobiellen Stoffwechsel und der 
Lipidhomöostase der Ferkel. In der vorliegenden Arbeit wurde der Fettstoffwechsel in 
der Leber durch die Supplementierung der ätherischen Öle wenig beeinflusst. Die 
gesenkten Triglyceridkonzentrationen im Plasma und der Leber der Ferkel, die 
ätherische Öle supplementiert bekamen, im Vergleich zu den Kontrollferkeln scheinen 
deshalb auch bei der vorliegenden Arbeit auf einer lokalen antimikrobiellen Wirkung 
im Darm zu beruhen. Um dies bestätigen zu können, sind weitere Untersuchungen 
notwendig.  
 
6.4 Einfluss des Absetzens auf Parameter der Stressantwort und des 
Fettstoffwechsels in der Leber beim Ferkel 
Die Genexpressionsanalysen aller drei ausgewählten, stressresponsiven Signalwege 
in der Leber beim Ferkel wiesen signifikante Unterschiede über den Zeitverlauf auf. 
Zum Zeitpunkt null Tage nach dem Absetzen wurden bei allen drei Signalwegen 
niedrige Genexpressionsaktivitäten festgestellt. NF-κB-Zielgene wurden drei Tage 
nach dem Absetzen am stärksten exprimiert. Die Genexpressionen des 
zytoprotektiven Nrf2-Signalweges nahmen im Zeitverlauf zu und erreichten 21 Tage 
nach dem Absetzen die höchsten Konzentrationen. Zielgene der UPR wurden durch 
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das Ferkelalter am wenigsten beeinflusst. Rund ein Drittel der analysierten Zielgene 
wiesen ebenfalls drei Tage nach dem Absetzen die höchsten relativen mRNA-
Konzentrationen auf. Die erhobenen Daten zeigen, dass die Stimulation der 
Entzündungsantwort via NF-κB und der ER-Stress kurz nach dem Absetzen am 
größten sind. Zeitverzögert erfolgt die Hochregulation antioxidativer, 
fremdstoffmetabolisierender und anderer zytoprotektiver Enzyme über den Nrf2-
Signalweg. Auch Campbell et al. (2013) berichteten, dass die erste Woche unmittelbar 
nach dem Absetzen am stressigsten für die Ferkel sei. Inflammation und ER-Stress in 
der Leber sind in der Lage die Lipogenese zu steigern (Zhang et al. 2014; Inagaki 
2015). Wie in 6.3 angesprochen wurde der hepatische Fettstoffwechsel zeitabhängig 
beeinflusst. Die Triglyceridkonzentrationen in Plasma und Leber waren am Tag des 
Absetzens am höchsten und fielen bis zum Zeitpunkt 21 Tage nach dem Absetzen 
kontinuierlich ab. Die Fettsäuresynthese wurde von der Zeit gegenteilig beeinflusst. 
Die Expressionen der Fettsäuresynthese-Zielgene waren am Tag des Absetzens am 
niedrigsten und stiegen mit zunehmenden Ferkelalter an. Zielgene des PPARα und 
der Carnitin-Biosynthese wurden drei Tage nach dem Absetzen am stärksten 
exprimiert. Zudem ließen sich 21 Tage nach dem Absetzen nochmals hohe relative 
mRNA-Konzentrationen messen. In der Literatur sind nur wenige Untersuchungen 
bezüglich Inflammation und Fettstoffwechsel nach dem Absetzen von Ferkeln mit 
einem genauen Zeitprotokoll zu finden. Andere Studien kamen jedoch zu ähnlichen 
Ergebnissen. Pié et al. (2003) stellten während der ersten zwei Tage nach dem 
Absetzen eine Hochregulation von IL-1β, IL-6 und TNF-α mRNA im Dünndarm bei 
Ferkeln statt. Neben der Entzündungsantwort sind Imbalancen des antioxidativen 
Systems im Jejunum von Ferkeln nach dem Absetzen beschrieben. Die 
Genexpression antioxidativer Enzyme im Jejunum waren bei Yin et al. (2014) drei und 
fünf Tage nach dem Absetzen der Ferkel herabgesetzt. Des Weiteren war die nukleare 
Proteinkonzentration des Nrf2 im Jejunum drei und sieben Tage nach dem Absetzen 
im Vergleich zu null, ein und fünf Tage nach dem Absetzen erhöht. Die nukleare 
Konzentration von Nrf2 im Ileum zeigte einen gegenteiligen Effekt. Diese war fünf und 
sieben Tage nach dem Absetzen im Vergleich zu den anderen Zeitpunkten verringert. 
Wie sich die nukleare Konzentration von Nrf2 im Ileum über einen längeren Zeitraum 
nach dem Absetzen entwickelt, ist aus der Studie leider nicht ersichtlich. Insgesamt 
scheint das Absetzen die Nrf2-Aktivität jedoch zunächst zu hemmen. Daneben sind 
nicht nur auf den Dünndarm lokalisierte Auswirkungen des Absetzens von Ferkeln 
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beschrieben, sondern auch systemische Folgen. In den ersten beiden Tagen nach 
dem Absetzen von Ferkeln finden sich im Plasma erhöhte IL-1- (McCracken et al. 
1995) und Cortisolwerte (Moeser et al. 2006). Die Aktivität antioxidativer Enzyme im 
Plasma ist herabgesetzt. Yin et al. (2014) stellten eine Hemmung der SOD einen Tag 
und der Glutathionperoxidase (GSH-Px) drei Tage nach dem Absetzen von Ferkeln 
fest. Bei Zhu et al. (2012) war die SOD-Aktivität sieben Tage nach dem Absetzen von 
Ferkeln vermindert während die GSH-Px im Vergleich zur unabgesetzten 
Kontrollgruppe unbeeinflusst blieb. Einen weiteren Hinweis auf oxidativen Stress in 
den beiden oben genannten Studien bietet die MDA-Konzentration im Plasma als 
Marker für Lipidperoxidation. Diese war drei (Yin et al. 2014) bzw. 14 Tage (Zhu et al. 
2012) nach dem Absetzen signifikant erhöht. Interessanterweise war die MDA-
Konzentration bei Yin et al. (2014) sieben Tage nach dem Absetzen bereits wieder auf 
einem Level wie vor dem Absetzen wohingegen sie bei Zhu et al. (2012) zu diesem 
Zeitpunkt noch nicht erhöht war.  
 
6.5 Einfluss von phytogenen Futterkomponenten auf die 
Leistungsparameter beim Ferkel 
Der Einfluss polyphenolhaltiger Futterkomponenten auf Leistungsparameter bei 
abgesetzten Ferkeln ist wenig untersucht. Bei Gessner et al. (2013) verbesserte sich 
die gain:feed ratio (g Zunahme/kg Futteraufnahme) durch den Einsatz von 1 % 
Traubentrester in der Futterration signifikant. Wie die Veröffentlichung von Fiesel et al. 
(2014) bereits gezeigt hat, wurde die gain:feed ratio der abgesetzten Ferkel aus dem 
in der vorliegenden Arbeit verwendeten Versuch 1 durch den Zusatz von 1 % 
Hopfentreber signifikant und durch den Zusatz von 1 % Traubentrester in der 
Futterration tendenziell verbessert. In der vorliegenden Arbeit zeigten sich geringe bis 
keine Effekte auf den Intermediärstoffwechsel beim Ferkel durch die phytogenen 
Futterzusätze. Die positive Beeinflussung der gain:feed ratio durch die 
Supplementierung von Traubentrester und Hopfentreber in Versuch 1 beruht daher 
nicht auf systemischen antioxidativen oder antiinflammatorischen Effekten, sondern 
vielmehr auf einer verbesserten Darmgesundheit der Ferkel, die Fiesel et al. (2014) 
festgestellt hatten. Während die tägliche Futteraufnahme durch die beiden 
polyphenolhaltigen Futterzusätze unberührt blieb, wirkte sich der Einsatz des 
Präparats mit ätherischen Ölen negativ auf die tägliche Futteraufnahme aus. Die Tiere 
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aus der Behandlungsgruppe nahmen signifikant weniger Futter auf als die 
Kontrolltiere. Dennoch erreichten die Tiere, die ätherische Öle supplementiert 
bekamen, die gleichen Endgewichte wie die Tiere der Kontrollgruppe. Daraus ergab 
sich eine gesteigerte gain:feed ratio der Behandlungsgruppe im Vergleich zur 
Kontrollgruppe. In der Literatur sind sowohl positive als auch negative Effekte auf 
Leistungsdaten beim Ferkel durch den Futterzusatz von ätherischen Ölen beschrieben 
(Schöne 2003; Schöne et al. 2006; Janz et al. 2007; Franz et al. 2010; Zeng et al. 
2015; Walia et al. 2017). Schöne (2003) kam zu dem Ergebnis, dass der Futteraufwand 
trotz unterschiedlicher Beeinflussung der anderen Leistungsdaten mehrheitlich durch 
den Einsatz ätherischer Öle verringert wird. Dies deckt sich mit der Beobachtung der 
vorliegenden Arbeit, dass die Tiere aus der Behandlungsgruppe trotz einer geringeren 
Futteraufnahme als die Kontrolltiere die gleichen Körpergewichte wie diese erzielten.  
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6.6 Schlussfolgerung 
Die im Versuch 1 getesteten polyphenolhaltigen Futterzusätze Traubentrester und 
Hopfentreber beeinflussten weder das Inflammationsgeschehen noch den 
antioxidativen Status in der Leber beim abgesetzten, gesunden Ferkel. Diese 
Ergebnisse weichen von Untersuchungen im Darmtrakt von Ferkeln ab. 
Vorangegangene Studien haben gezeigt, dass polyphenolhaltige Futterzusätze in 
Form von Traubentrester oder Hopfentreber eine antiinflammatorische Wirkung auf 
den Dünndarm ausüben (Gessner et al. 2013; Fiesel et al. 2014). Dies kann durch 
hohe lokale Konzentrationen der Polyphenole in den Enterozyten begründet sein. 
Denkbar ist ebenfalls ein sekundärer Effekt durch eine positive Beeinflussung der 
intestinalen Flora. Polyphenole weisen eine präbiotische Aktivität auf. Das Wachstum 
erwünschter Bakterien wird gefördert. Pathogene Bakterien werden gehemmt. Fiesel 
et al. (2014) beobachteten eine verbesserte gain:feed ratio durch den Einsatz der 
polyphenolhaltigen Futterzusätze. Dies kann nicht in einer systemischen Wirkung auf 
den Intermediärstoffwechsel in der Leber von Ferkeln zurückgeführt werden, sondern 
beruht vermutlich vielmehr auf der gesundheitsfördernden Wirkung von Traubentrester 
und Hopfentreber auf den Intestinaltrakt. Da Ferkel in der Phase des Absetzens 
anfällig für Erkrankungen des Darmtrakts sind (Pié et al. 2004), sind beide 
polyphenolhaltigen Futterzusätze aufgrund ihrer antiinflammatorischen Wirkung auf 
den Darmtrakt für den praktischen Einsatz empfehlenswert, obwohl keine systemische 
Wirkung nachgewiesen werden konnte.  
Das im Versuch 2 verwendete Produkt war reich an ätherischen Ölen und enthielt als 
Hauptkomponenten Carvacrol, Thymol und Limonen. Dieses Produkt hatte einen 
geringen Effekt auf stressresponsive Signalwege in der Leber. ER-Stress wurde auf 
Transkriptionsebene bei einem Drittel der gemessenen Zielgene reduziert. Auf 
Proteinebene blieb ein Effekt aus. Zur weiteren Verifizierung wurden 
Triglyceridkonzentrationen in Plasma und Leber gemessen, da ER-Stress die 
Lipogenese in der Leber stimuliert (Hotamisligil 2010; Fu et al. 2012). Ein signifikanter 
Unterschied der TG-Konzentrationen trat zum Zeitpunkt des Absetzens auf. Die 
ätherischen Öle konnten die TG-Konzentrationen signifikant senken. Widersprüchlich 
dazu ist die verminderte PPARα-Aktivität, die durch eine reduzierte Genexpression bei 
der Behandlungsgruppe gegenüber der Kontrollgruppe von knapp einem Drittel der 
analysierten Zielgene festgestellt wurde. Die Aktivierung von PPARα fördert eine 
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Triglyceridsenkung. Des Weiteren existieren erste Hinweise, dass PPARα ER-Stress 
reduziert (Han et al. 2008; Tang et al. 2014) und durch ätherische Öle aktiviert werden 
kann (Katsukawa et al. 2010), was im Widerspruch zu den Ergebnissen der 
vorliegenden Arbeit steht. Die tägliche Futteraufnahme der Ferkel wurde durch den 
Zusatz der ätherischen Öle gesenkt. Dennoch erreichten die Behandlungstiere 
ähnliche Endgewichte wie die Kontrolltiere, was für eine verbesserte Futterverwertung 
spricht. Da auch dieses Produkt proinflammatorische NF-κB-Zielgene in den 
Enterozyten herunterreguliert hat (unveröffentlichte Daten), ist seine praktische 
Anwendung ebenfalls sinnvoll, um Darmerkrankungen vorzubeugen.  
Ein weiterer Aspekt des zweiten Ferkelversuchs war der Verlauf der erhobenen 
Parameter über einen Zeitraum von drei Wochen nach dem Absetzen. Die Beprobung 
fand an vier verschiedenen Zeitpunkten (null, drei, sieben und 21 Tage nach dem 
Absetzen) statt. Zielgene des inflammationsfördernden Transkriptionsfaktors NF-κB 
und des ER-Stresses wurden kurz nach dem Absetzen am stärksten exprimiert. 
Zeitverzögert erfolgte die Hochregulation des zytoprotektiven Gegenspielers Nrf2. 
Zielgene des PPARα und der Carnitin-Biosynthese wurden drei Tage nach dem 
Absetzen am stärksten exprimiert. Zudem wurden 21 Tage nach dem Absetzen 
nochmals hohe relative mRNA-Konzentrationen der Zielgene von PPARα und der 
Carnitin-Biosynthese messen. Die Fettsäuresynthese, analysiert über 
Genexpressionsanalysen von Genen der Fettsäuresynthese, gewann mit 
zunehmenden Alter der Tiere an Bedeutung.  
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7 Zusammenfassung 
Vorangegangene Studien haben gezeigt, dass polyphenolhaltige Futterkomponenten, 
Traubentrester und Hopfentreber, die Futterverwertung abgesetzter Ferkel verbessern 
und im Dünndarm antiinflammatorische Effekte erzielen. In der vorliegenden Arbeit 
wurde neben den beiden polyphenolhaltigen Futterzusätzen ein weiteres Präparat mit 
ätherischen Ölen getestet. Überprüft wurde die Hypothese, dass phytogene 
Futterkomponenten den Intermediärstoffwechsel in der Leber positiv modulieren. 
Augenmerk lag auf stressresponsiven Signalwegen, antioxidativen Parametern und 
dem Lipidstoffwechsel. Seit dem 1. Januar 2006 ist der Einsatz von Antibiotika als 
Wachstumsförderer in Futtermitteln in der Europäischen Union verboten. Vor diesem 
Hintergrund ist es äußerst relevant, mögliche Alternativen zu finden, um die 
Leistungsdaten und die Tiergesundheit zu optimieren.  
Der erste Ferkelversuch wurde mit 48 fünf Wochen alten Ferkeln der Kreuzungsrasse 
Piétrain x (deutsche Landrasse x deutsches Edelschwein) über vier Wochen 
durchgeführt. Die Kontrollgruppe erhielt die Futtergrundmischung ohne weitere 
Zusätze. Die Behandlungsgruppen bekamen die Futtergrundmischung mit dem Zusatz 
von 1 % Hopfentreber oder 1 % Traubentrester im Austausch gegen Weizen. Beim 
zweiten Ferkelversuch wurden 96 Ferkel der Kreuzungsrasse Piétrain x (deutsche 
Landrasse x deutsches Edelschwein) verwendet. Die Analysen wurden aus 
labortechnischen Gründen von 71 Tieren durchgeführt. Die Behandlungsgruppe erhielt 
ab ihrem sechsten Lebenstag ein Saugferkelbeifutter, dem 0,015 % des Präparats mit 
ätherischen Ölen beigemischt wurde. Nach dem Absetzen mit 21 Lebenstagen wurde 
das Präparat in der gleichen Konzentration als Bestandteil des Ferkelaufzuchtfutters 
weiterverwendet. Die Kontrollgruppe wurde lediglich mit der Futtergrundmischung 
versorgt. Die Probenentnahme erfolgte zu vier verschiedenen Zeitpunkten, nämlich 
am Tag des Absetzens sowie drei, sieben und 21 Tage danach.  
Die Verifizierung der stressresponsiven Signalwege wurde bei beiden Versuchen in 
der Leber durchgeführt. Untersucht wurden auf Transkriptions- und Proteinebene die 
Signalwege des proinflammatorischen Transkriptionsfaktors nuclear factor-kappa B 
(NF-κB), sein zytoprotektiver Gegenspieler nuclear factor E2-related factor (Nrf2) und 
die unfolded protein response (UPR), die infolge von ER-Stress auftritt. Die 
polyphenolhaltigen Futterkomponenten beeinflussten diese Signalwege in der Leber 
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nicht. Rund ein Drittel der UPR-Zielgene wurden durch die verwendeten ätherischen 
Öle gehemmt. Bei den Ferkeln des ersten Versuches wurde der antioxidative Status 
in Leber und Plasma erhoben. Die TBARS (thiobarbituric acid reactive substances), 
TEAC (trolox equivalent antioxidant capacity) und Tocopherol- sowie Retinolgehalte 
zeigten keine Unterschiede zwischen den Behandlungsgruppen Traubentrester und 
Hopfentreber und der Kontrollgruppe. Des Weiteren blieben die 
Triglyceridkonzentrationen in Leber und Plasma durch Traubentrester und 
Hopfentreber unbeeinflusst. Ein Effekt wurde hier wiederrum durch den Einsatz der 
ätherischen Öle hervorgerufen. Am Tag des Absetzens zeigten die Tiere, die das 
Präparat mit den ätherischen Ölen erhalten hatten, signifikant geringere TG-Werte in 
Plasma und Leber als die Kontrollgruppe. Da bereits beschrieben ist, dass ER-Stress 
die Lipogenese fördert und der ER-Stress sowie die TG-Werte durch die ätherischen 
Öle in den Ferkeln beeinflusst wurden, wurde der hepatische Lipidstoffwechsel bei 
diesem Versuch intensiver betrachtet. Expressionsanalysen von Zielgenen der 
Fettsäuresynthese lieferten kein Ergebnis bezüglich einer Beeinflussung durch 
ätherische Öle. Bei den peroxisome proliferator-activated receptor alpha (PPARα)- 
und Carnitinstoffwechselzielgenen wurde ein der Erwartungshaltung kontrastiertes 
Ergebnis erzielt. Aufgrund der verminderten TG-Werte am Absetztag bestand die 
Annahme, PPARα könne zu diesem Zeitpunkt bei den Tieren der Behandlungsgruppe 
eine höhere Aktivität besitzen als bei den Kontrolltieren. Interessanterweise wurde bei 
rund einem Drittel der analysierten Zielgene jedoch eine verminderte 
Expressionsaktivität festgestellt. Der Einsatz der ätherischen Öle verringerte die 
relativen mRNA-Konzentrationen dieser PPARα-Zielgene. Die Ursache dieses Effekts 
konnte im Rahmen der vorliegenden Arbeit nicht geklärt werden. Hierfür sind genauere 
Kenntnisse über die komplexen Wechselwirkungen zahlreicher Signalwege und deren 
Interaktion mit phytogenen Futterkomponenten notwendig.  
Insgesamt betrachtet wurde die aufgestellte Hypothese, dass phytogene 
Futterkomponenten den Intermediärstoffwechsel in Bezug auf das 
Entzündungsgeschehen, das antioxidative und zytoprotektive System, Stress im 
endoplasmatischen Retikulum und den Fettstoffwechsel in der Leber gesunder Ferkel 
positiv modulieren, nicht bestätigt.  
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8 Summary 
Recent studies have shown that supplementation of plant products rich in polyphenols, 
particularly a grape seed and grape marc meal extract (GME) as well as spent hops (SH), 
improve the feed conversion of weaned piglets and exert antiinflammatory effects in the 
small intestine. Furthermore, a third feed supplement rich in essential oils was used in this 
work. It is hypothesized that phytogenic feed additives modulate the hepatic intermediate 
metabolism in a positive way. The focus was on stressresponsive signaling pathways, the 
antioxidative system and fat metabolism. In January 2006 the European Union 
implemented a full ban on in-feed antibiotics using in livestock diets as growth promoters. 
Viewed in this context, it is highly relevant to find alternative ways to improve performance 
data and animal health.  
In the first experiment 48 crossbreed piglets were fed either with the supplement of 1 % 
grape seed and grape marc meal extract, 1 % spent hops for four weeks, or the 
nutritionally adequate diet only (control group). For the second experiment 96 crossbreed 
piglets were used. For reasons of laboratory research capacities, the analyses were 
carried out of 71 animals. The treatment group received supplementary food with 0,015 
% of the product containing essential oils starting on their sixth day of life. After weaning 
on day 21, the treatment product was still used in the same concentration. The control 
group was fed with the nutritionally adequate diet only. The samples were collected at four 
different dates: at the day of weaning as well as three, seven, and 21 days afterwards. 
Stress responsive signaling pathways were verified in both experiments on transcriptional 
and protein level. This was done by analyzing the signaling pathways of the 
proinflammatory transcription factor nuclear factor-kappa B (NF-κB), its cytoprotective 
counterpart nuclear factor E2-related factor (Nrf2), and the unfolded protein response 
(UPR), which occurs after ER stress. The polyphenolic compounds did not influence these 
pathways in the liver. ER stress was reduced marginally by the essential oils. From the 
piglets of the first experiment the antioxidative status in liver and plasma was examined. 
Concentrations of thiobarbituric acid-reactive substances, tocopherols and retinol, as well 
as the total antioxidant capacity in liver and plasma did not differ between the control and 
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the treatment groups. Furthermore, the content of triacylglycerols (TAG) in liver and 
plasma was unaffected by GME or SH in contrast to essential oils. On the day of weaning, 
piglets fed essential oils had significantly lower TAG-concentrations in liver and plasma 
as compared to the control group. ER stress improves the hepatic lipogenesis. Due to the 
previous results relating to ER stress and TAG concentrations, the lipid metabolism of 
these piglets was observed intensely. Expression analysis of several target genes 
involved in fatty acid synthesis showed no difference between the treatment and the 
control group. In case of the peroxisome proliferator-activated receptor alpha (PPARα)- 
and carnitine metabolism target genes, the measured effect did not fit to remaining results. 
Due to low TAG-concentrations on the first date, the expectation was an improved PPARα 
activity in the liver of piglets fed with essential oils. Surprinsingly, the relative mRNA 
concentrations of, about one third of the measured PPARα target genes had even 
decreased. The reason for this effect could not be explained within this work. To do so, 
deeper knowledge of the complex interrelationship between numerous pathways and their 
interaction with phytogenic feed supplements would have been necessary. 
Overall, the hypothesis that phytogenic feed additives positively modulates the hepatic 
intermediate metabolism linked to inflammation, the antioxidant and cytoprotective 
system, stress of the endoplasmic reticulum and the lipid metabolism in healthy piglets 
was not confirmed.
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